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Ligniini on heti selluloosan jälkeen puiden toiseksi yleisin rakenteellinen biomolekyyli. Ligniini on tärkeä biopolymeeri sekä bio-
logisesti että taloudellisesti. Ligniini antaa kasville fysikaalista kestävyyttä, erityisesti vettä kuljettavissa solukoissa, se toimii 
kasvin puolustuksessa patogeeneja vastaan fysikokemiallisena suojana. Taloudellisesti ligniini on sekä haitallinen että hyödylli-
nen yhdiste. Paperiteollisuudessa ligniinistä pyritään pääsemään tarkasti eroon, koska hapettuessaan valon vaikutuksesta lig-
niinin absorbanssi muuttuu, ja kellastaa paperin. Energiatalouden kannalta ligniini on hyvin tärkeä molekyyli. Se sisältää paljon 
hiiltä ja sen polttaminen tuottaa näin ollen runsaasti energiaa. Ligniinin rakennetta kemiallisesti muokkaamalla siitä voidaan 
valmistaa monia hyödyllisiä yhdisteitä, kuten ravintolisiä, kuidunlähteitä, polttoainetta ja suoja-aineita. Ligniinin biosynteesin 
tunteminen on edellytys sen rakenteen muuttamiseen hyötykäyttöön. Paperiteollisuuden kannalta erityisen tärkeää olisi yrittää 
vähentää ligniinin määrää sellupuussa, näin säästettäisiin rahaa ja ympäristöä huomattavasti, koska kemiallinen ja fysikaalinen 
ligniinin poistaminen paperimassasta on kallista ja ympäristölle haitallista. Toisaalta energiapuun ligniinikoostumusta kannattaisi 
pikemminkin lisätä, näin puusta saatavaa energiamäärää voidaan tilavuuteen nähden kasvattaa. 
 
Ligniinin biosynteesi jakaantuu karkeasti ottaen kolmeen osaan: 1) ligniinin esiasteiden synteesiin 2) esiasteiden kuljetukseen 
solulimasta soluseinään 3) ligniinin polymerisaatioon soluseinässä. Ligniinin biosynteesin ensimmäinen ja kolmas vaihe tunne-
taan yksityiskohdiltaankin jo sangen hyvin. Sen sijaan toinen vaihe esiasteiden kuljetus on lähes täysin tuntematon. Tämä ei 
suinkaan tarkoita, että kuljetusvaihe olisi biosynteesin kannalta merkityksetön. Päinvastoin, se on hyvin tärkeä osa synteesiä. 
Kuljetustapahtuma selvittäminen voi hyvinkin lisätä tietämystämme myös ligniinin biosynteesin säätelystä ja ajoituksesta. Kulje-
tusmekanismia ei tunneta, mutta sille on esitetty kolme hypoteesi: 1) monolignolien suora diffuusio solukalvon läpi soluseinään, 
2) Golgin laite –välitteinen kuljetus 3) ABC-transportterivälitteinen kuljetus. 
 
Tämän työn tarkoituksena on tutkia Golgin laitteen ja ABC-transporttereiden osallisuutta monolignolien kuljetukseen. Tässä 
työssä koniferiinia, mahdollista monolignolin kuljetus- ja varastomuotoa vastaan on valmistettu ja karakterisoitu vasta-aine, anti-
koniferiini. Anti-koniferiinia käyttämällä on yritetty selvittää koniferiinin paikallistumista kuusen erilaistumisvaiheessa olevissa 
putkisoluissa. Koniferiinin sijaintia on myös selvitetty lituruohon juuressa ja kuusen A3/85-solukkoviljelmän soluissa. ABC-
transporttereiden osallisuutta monolignolien kuljetukseen on selvitetty inhiboimalla monolignolien kuljetusta kuusen solukkovil-
jelmän soluissa, jotka ovat saaneet radioaktiivista glukoosia ja seuraamalla kuinka inhibiittori vaikuttaa solujen erittämien radio-
aktiivisten monolignoleiden eritysnopeuksiin. 
 
Anti-koniferiinin havaittiin puhdistettuna tunnistavan sekä koniferiinin että koniferyylialkoholin. Jälkimmäisen tunnistus on kui-
tenkin heikompaa. Koniferiinin havaittiin paikallistuvan kolmevuotiaitten kuusten varressa puutuvien solujen soluseiniin. Litu-
ruohossa koniferiini paikallistuu juuren huntuun. A3/85-soluissa koniferiini paikallistuu vakuolimaisiin rakenteisiin ja pistemäisiin 
rakenteisiin solukalvon läheisyydestä. Käytetyistä inhibiittoreista vanadaatin ei havaittu inhiboivan monolignoleiden kuljetusta, 
se päinvastoin kiihdyttää sitä. Reversin 121:stä saadut tulokset ovat tässä vaiheessa vielä ristiriitaisia. 
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1. JOHDANTO 
1.1. PUUNMUODOSTUS 
1.1.1. Yleistä 
Ligniini on selluloosan jälkeen toiseksi 
runsaimmin esiintyvä terrestiaalinen 
biopolymeeri. Sen synteesiä on tutkittu 
jo monia vuosikymmeniä, niin kemialli-
selta kuin biologiseltakin kannalta. Lig-
niinin biosynteesireitin tuntemus on 
vuosien saatossa tarkentunut ja jopa 
muuttanut uomaansa useaan kertaan. 
Vaikka ligniinin maailmasta jo paljon 
tiedetäänkin, on ligniinitutkimuksella 
vielä paljon annettavaa.  
Ligniinillä on kasvien evoluution 
kannalta suuri merkitys. Sen kehittymi-
nen kasveille on mm. mahdollistanut 
niiden siirtymisen vesiympäristöstä 
maalle. Ligniini antaa kasville mekaanis-
ta tukea, sen hydrofobinen luonne 
mahdollistaa tehokkaan vesikuljetuksen 
puusolukossa, ja osallistuu myös pato-
geenien torjuntaan. (Boerjan 2003) 
Ligniinistä on ihmisen ja teolli-
suuden kannalta paljon sekä hyötyä että 
haittaa. Se sisältää runsaasti hiiltä, jonka 
ansiosta siinä on paljon potentiaaliener-
giaa. Toisaalta se on paperiteollisuuden 
suurimpia kompastuskiviä sen kestävän 
luonteen ja foto-oksidaation takia. 
(Boerjan 2003 ja Meister 2002). 
Tämä kirjoitus jakaantuu pääpiir-
teissään kolmeen osaan johdannon li-
säksi. Osat noudattavat klassista lignii-
nin biosynteesiä: aluksi käsittelen mono-
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Kuva 1. Poikkileikekuva metsäkuusen (Picea abies) varresta. Kuvassa näkyy puusolukon ligniinin autofluo-
resenssia vihreänä. Vihreä nuoli näyttää jälsivyöhykkeen rajan, punainen nuoli osoittaa keskilevyn  
lignoleiden synteesiä, sitten siirryn sel-
vittämään monolignolien kuljetusta so-
lulimasta solun ulkoiseen tilaan ja lope-
tan puutumistapahtuman kulminaatioon 
- monolignoleiden polymerisaatioon. 
Käsittelen aihetta lähinnä solubiologis-
biokemiallisesti, en siis syvenny käsitte-
lemään esim. puutumiseen liittyvää sää-
telyä. 
1.1.2. Puutuminen 
Lignifikaatio eli puutuminen on yksi 
ksyleemin solujen viimeisimmistä erilais-
tumisprosesseista. Puutumisessa lignii-
niä syntetisoidaan soluseinän polysakka-
ridimatriisiin, samalla ligniini muodostaa 
sidoksia soluseinän komponentteihin 
(Boerjan ym. 2003). Puutumista soluk-
kotasolla on tutkittu erilaisin mikro-
skooppisin menetelmin. Ligniini on au-
tofluoresoiva yhdiste, minkä johdosta 
sitä on voitu tutkia mielekkäästi sekä 
fluoresenssi- että konfokaalimikroskoo-
pilla (kuva 1). 
Puutuminen alkaa sekundaarisen 
soluseinän muodostumisen käynnistyt-
tyä. Aluksi puutuu keskilevy ja solun-
nurkat. Puutuminen tapahtuu uloim-
masta soluseinänkerroksesta kohti pro-
toplastia. Koska puutumisessa on tällai-
nen tarkka paikallinen järjestys, puutu-
misen on ajateltu alkavan erityisistä aloi-
tuskohdista. (Donaldson ym. 2000). 
Muun muassa soluseinään kiinnittynei-
den peroksidaasien on ajateltu olevan 
initiaatiokohtia (Tokunaga ym. 2005). 
1. Johdanto | Monolignolien kuljetusmekanismitxxxxx|x13 
 
 
Kuva 2. yleisimmät monolignolit ja niiden hiilien numerointi 
1.1.3. Ligniinin rakenne 
Ligniini on monimutkainen raseeminen 
biopolymeeri., joka koostuu fenolisista 
yksiköistä eli monolignoleista. Ligniinin 
pääasiallisimmat monolignolit ovat p-
kumaryyli-, koniferyyli- ja sinapyylialko-
holi, ks. Kuva 2 (Boerjan ym. 2003). 
Ligniinin rakenne ja koostumus 
riippuu paljon niin kasvilajista, solutyy-
pistä kuin soluseinän kerroksesta. Kak-
sisirkkaisten ligniini koostuu pääasialli-
sesti koniferyyli- ja sinapyylialkoholiyk-
siköistä, kun taas havupuiden ligniini 
koostuu suurimmaksi osaksi koniferyyli-
alkoholiyksiköistä. (Boerjan ym.  2003). 
Puuligniinin yleisin monolignolien 
välinen sidos on ?-O-4. Tämä tarkoittaa 
sitä että, monolignolin ?-hiili on muo-
dostanut kovalenttisen sidoksen toisen 
monolignolin 4. hiilen hapen kanssa. 
Muita havaittuja sidoksia on muun mu-
assa  ? -5,  ? -1,  5-5,  ? –  ? ja  4-O-5.  Si-
dosten yleisyydet vaihtelevat lajeittain, 
solukoittain kuin myös soluseinän eri 
kerroksissa. Taulukossa 1 on esitetty 
kuusen ja männyn ligniinissä tavattujen 
sidosten yleisyyksiä 100 monolignoliyk-
sikköä kohden. (Meister 2002). 
Taulukko 1. Puuligniinien eri sidostyyppien esiintymistiheydet 100 monolignoliyksikköä kohden männyllä 
(Pinus taeda) ja kuusella (muokaten Meister 2002) 
Sidostyyppi Pinus taeda (%) kuusi (%) 
?-O-4 55 49-51 
?-O4 ei tavattu 6-8 
?-5  16 9-15 
?-1 9 2 
5-5 9 9,5 
4-O-4 3 3,5 
??? 2 2 
???-O-? 10 ei tavattu 
??? 11 ei tavattu 
?-6, 6-5 2 4,5-5 
1-O-4, 1-5 ei tavattu ei tavattu 
 
Ligniinin kokoa voidaan kuvata arvioi-
malla, kuinka monta monolignoliyksik-
köä yksi molekyyli sisältää. Havupuiden 
alarajaksi on arvioitu noin 60 monolig-
noliyksikköä, näin ollen ligniinin mole-
kyylipainon alaraja on noin 11 kDa 
(Meister 2002). 
Luonnollisten ligniinien lisäksi lig-
niinin kemiallista koostumusta on selvi-
tetty valmistamalla keinotekoisia lignii-
neitä. Vaikka keinotekoi-
set ligniinit eroavatkin 
sidoskoostumukseltaan 
luonnollisista, niillä on 
eräitä valtteja verrattuna 
luonnollisiin ligniineihin. 
Yksi tärkeimmistä on ei-
ligniini yhdisteiden puut-
tuminen. Nykyisin val-
mistettavat keinotekoiset 
ligniinit jaetaan kahteen 
luokkaan: synteettisiin 
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polymeereihin (DHP) ja solukkoviljelmä-
polymeereihin. DHP:t valmistetaan se-
koittamalla keskenään entsyymiä, happi-
yhdistettä esim. vetyperoksidia ja mono-
lignoleita. Solukkoviljelmäligniiniä val-
mistetaan nimensä mukaisesti solukko-
viljelmissä. Niissä solut erittävät lignii-
niesiasteet kasvatusliuokseen. DHP-lig-
niinin koostumukseen voidaan vaikuttaa. 
Ligniinikoostumus on erilainen riippuen 
mm. siitä lisätäänkö monolignolit ent-
syymiliuokseen kerrallaan (bulk polymer) 
vai kasvatetaanko monolignolipitoisuutta 
hitaasti (Zulauf-polymer). Myös syn-
teesiliuoksen pH vaikuttaa syntyvän po-
lymeerin koostumukseen (Ämmälahti 
1999). 
1.1.4. Ligniini hyödyllisenä ja haitalli-
sena yhdisteenä  
Ligniinistä on ihmisen ja teollisuuden 
kannalta sekä haittaa että hyötyä, sillä 
ligniini on erotettava muusta kasvimate-
riaalista. Tyypillisimmät erotusmenetel-
mät ovat alkalinen prosessi, sulfaattipro-
sessi, ”ball milling”, entsymaattinen hajo-
tus, suolahappohappohajotus ja liuotus 
orgaaniseen liuottimeen. Jokainen ero-
tusmenetelmä tuottaa erilaista puhdistet-
tua ligniiniä. Eri menetelmillä puhdistet-
tua ligniiniä käytetään eri tarkoituksiin 
(Meister 2002). 
Ligniini sisältää paljon hiiltä. Pala-
essaan se siten tuottaa runsaasti lämpö-
energiaa. Ligniinillä on paperiteollisuu-
dessa historiallisesti katsoen jäteaineen 
maine, tämän takia sitä onkin käytetty 
lähinnä polttoaineena. 
Puhdistettua ligniiniä voi tietenkin 
muokata kemiallisesti eteenpäin, ja näin 
saadaan yhdisteitä, joilla on erilaisia omi-
naisuuksia, ja siten niillä on myös erilaisia 
käyttötarkoituksia. Esimerkiksi ligniinin 
hydrogenaatiolla saadaan aikaan neste-
mäistä tuotetta, jota voidaan käyttää esi-
merkiksi polttoaineissa. Ligniinistä on 
myös onnistuttu tekemään krakkauksella 
(crack) fenoleita ja alkeeneja (Meister 
2002). 
Ligniiniä hapettamalla saadaan ai-
kaan 4-hydroksi-3-metoksibentsaldehy-
diä eli vanilliinia jopa 9 massaprosenttia. 
Ligniiniä voidaan myös mahdollisesti 
käyttää ihmisten ja lemmikkieläinten ra-
vinnossa kuitulähteenä (Meister 2002). 
Kuitupitoisen ruoan on oletettu vähen-
tävän paksusuolensyövän riskiä (Rosen 
ym. 1998 ja Reddy ym. 1983). 
Ligniinistä voidaan myös muodos-
taa fotostabilisaattoreita. Depaoli & Fur-
lan (1985) ovat tutkineet sokeriruo’osta 
puhdistetun ligniinin käyttöä butadieeni-
kumin fotostabilisaattorina. 
Lignosulfaatteja, eli sulfaattipro-
sessilla puhdistettua ligniiniä käytetään 
lyijy/happo-akuissa estämään kiteytymis-
tä negatiivisessa elektrodissa latauksen 
aikana (Meister 2002). 
1.2. MONOLIGNOLISYNTEESI 
1.2.1. Yleistä 
Ligniinin biosynteesi alkaa monolignoli-
en biosynteesillä. Monolignolien biosyn-
teesin on perinteisesti katsottu tapahtu-
van solulimassa, mutta uudet tutkimuk-
set, lähinnä monolignolien biosynteesei-
hin liittyvien entsyymeiden immunoloka-
lisaatioselvitykset (mm. Samai ym. 1998, 
Nakashima ym. 1992, Osakabe ym. 1996 
ja Takeuchi ym. 2001) ovat osoittaneet, 
että monet entsyymit paikallistuvat solu-
limaan, solulimakalvostoon, Golgin lait-
teeseen. 
Monolignolien synteesireitti tunne-
taan nykyään varsin hyvin, reittiä on tut-
kittu jo puoli vuosisataa, ja se on koke-
nut joitakin vuosia sitten mullistuksenkin 
ks. esim. Dixon & Reddy (2003). Tutki-
mukset ovat käsittäneet lähinnä reitin 
entsyymien karakterisointia ja niiden vai-
kutusta syntyvään ligniiniin biotekniikan 
kannalta. Vaikkakin reitti tunnetaan jo 
hyvin, mielestäni paljon on vielä selvit-
tämättä. Esimerkiksi tarkempi selvitys 
entsyymeitä koodaavien geenien ilmen-
tymisen ajoituksesta suhteessa puutumis-
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tapahtuman sekä erityisesti entsyymien 
keskinäisen ilmentymisen ajoituksesta 
sekä koko tapahtumaan liittyvästä signa-
loinnista olisi hyvä tehdä. Seuraavissa 
kappaleissa pohdin aluksi monolignolien 
biosynteesireittiä, reittiin liittyvien ent-
syymien paikallistumista ja sen kytkeyty-
mistä monolignolien kuljetukseen ja po-
lymeroitumiseen ja entsyymien vaikutus-
ta syntyvän ligniinin laatuun. 
1.2.2. Monolignolien biosynteesireitti 
Monolignolien biosynteesin esiasteena 
toimii aminohappo fenyylialaniini. Fe-
nyylialaniiniammoniumlyaasi (PAL) on 
yksi reitin tärkeimmistä entsyymeistä, se 
nimittäin toimii primääri- ja sekundääri-
aineenvaihduntatuotteiden välisenä por-
tinvartijana ja samalla siirtää fenyyliala-
niinin atomit kohti ligniiniä. On kuiten-
kin muistettava, että kaikki PAL-
entsyymin muokkaamat fenyylialaniini-
molekyylit eivät siirry ligniinin biosyntee-
siin, vaan mahdollisesti myös muihin se-
kundääriaineenvaihduntatuotteisiin 
(Dixon & Reddy 2003).  
PAL muodostaa fenyylialaniinista 
kanelihappoa, jonka kinnamiinihappo-4-
hydroksylaasi muokkaa 4-kumaraatiksi. 
Vanhan teorian mukaan tästä eteenpäin 
monolignolien biosynteesissä 4-kuma-
raatti muokattaisiin kahvihapoksi, feruli-
hapoksi, 5-hydroksyferulaatiksi ja sina-
paatiksi, eli monolignolien hydroksylaa-
tio ja metylaatio tapahtuisi jo näin aikai-
sessa vaiheessa, mutta tarkemmat ent-
syymien substraattispesifisyystutkimukset 
ovat osoittaneet tämän vääräksi (Ye, ym. 
1994, Humphreys ym. 2002 ja Osaka ym. 
1999). Esimerkiksi kaffeaatti-O-metyyli-
transferaasin (COMT) havaittiin muunta-
van kaffeaatin ferulaatiksi, mutta tämän 
lisäksi sen havaittiin muuntavan mm. 5-
hydroksikoniferyylialdehydin sinapalde-
hydiksi (Davin & Lewis 1992), lisäksi ha-
vaittiin, että nimenomaan 5-hydroksiko-
niferyylialdehydi on kaffeaatti-O-metyyli-
transferaasille parempi substraatti kuin 
kahvihappo (Huphreys ym. 1999). 
Samankaltaisten tutkimusten takia 
monolignolien biosynteesin reitti muutti 
muotoaan huomattavasti vanhaan oletet-
tuun reittiin nähden (kuva 3). Eli fenyy-
lialaniinista poistetaan aluksi ammonium-
ryhmä, jonka jälkeen siihen liitetään yksi 
hydroksyyliryhmä, tämän jälkeen muo-
dostuneeseen 4-kumaraattiin liitetään 
koentsyymi-A. Seuraavaksi saatu 4-
kumaraattikoentsyymi-A hydroksyloi-
daan toistamiseen ja sitten metyloidaan ja 
näin saadaan koniferaldehydi. Koniferal-
dehydi jatkaa kulkuaan kahteen suun-
taan: kinnamyylialkoholidehydrogenaasi 
(CAD) pelkistää koniferyylialdehydin 
koniferyylialkoholiksi, joka on jo lignii-
nin esiaste, toisaalta koniferyylialdehydi 
hydroksyloidaan kolmannen kerran, jon-
ka jälkeen se vielä metyloidaan sinapyy-
lialdehydiksi. Sinapyylialdehydi pelkiste-
tään kinnamyylialkoholidehydrogenaasil-
la sinapyylialkoholiksi, toiseksi ligniinin 
esiasteeksi (Boerjan ym. 2003). 
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Kuva 3. Monolignolien biosynteesireitti (Marjamaa 2007) 
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1.2.3. Monolignolisynteesiin liittyvistä 
geeneistä 
 
EST-tutkimukset osoittavat, että mono-
lignolien synteesin entsyymejä koodaavia 
geenejä voi samalla lajilla olla useita, jopa 
kymmeniä. Mahdollisia isoentsyymeitä 
koodaavat geenit muodostavat usein 
geeniperheitä, esimerkiksi Medicago trunca-
tulalla on löydetty 9 mahdollista CAD-
entsyymiä koodaavaa geeniä. Geenien 
lukumäärät vaihtelevat paljon eri lajien 
välillä. Esimerkiksi lituruoholla on seit-
semän 4-kumaraattiligaasia koodaavaa 
geeniä,  kun  taas  tomaatilla  niitä  on  14  
(Dixon & Reddy 2003). Suuri osa mono-
lignolien synteesin entsyymeitä koodaa-
vien geenien tietämyksestä perustuu 
EST-tietokantoihin. On siis mahdollista, 
että vaikka jokin geeni näyttäisi bioin-
formaattisesti koodaavan monolignolien 
synteesiin liittyvää entsyymiä, ei tämä 
välttämättä tarkoita, että ko. geenin tuot-
teella todellisuudessa olisi oletettu ent-
syymiaktiivisuus.  
Eri isoentsyymeiden on havaittu 
ilmentyvän eri osissa kasvia. Ilmentymi-
sen muutoksiin on havaittu vaikuttavan 
sekä bioottiset että abioottiset stressiteki-
jät. Isoentsyymeiden runsaus viittaa sii-
hen, että puutuminen on tärkeä osa kas-
vin kehittymistä, ja että sitä pitää pystyä 
säätelemään tarkoin. 
Kuten aikaisemmin todettiin, mo-
nolignolien biosynteesin entsyymeitä 
koodaavien geenien lukumäärä riippuu 
paljolti lajeista. Esim. M. Truncatulalla 
PAL-entsyymiä koodaavia geenejä on 
yhdeksän, kun taas tupakalla fenyyliala-
niiniammoniumlyaasia koodaavia geenejä 
on neljä. Nämä jakautuvat kahteen gee-
niperheeseen (PAL1 ja PAL2). Geeni-
perheen sisällä geenit ovat toisilleen lä-
heistä sukua. M. Truncatulan PAL-geenien 
in silico ilmentymistutkimukset ovat 
osoittaneet eri stressitekijöiden (mm. 
kuivuusstressi, hyönteistuhot, sieni-
infektio) edistävän tiettyjen geenien il-
mentymistä. Myös solukon sijainti vai-
kuttaa PAL-geenien ilmentymiseen. Mm. 
stressitekijöiden suhdetta PAL-geenien 
ilmentymiseen ja etenkin geenien fysio-
logista merkitystä stressistä selviämiseen 
olisi syytä tutkia tarkemmin, myös lignii-
nin biosynteesin kannalta. Olisiko mah-
dollista, että esim. hyönteistuhoista akti-
voituvat geenit eivät liittyisikään ligniinin 
biosynteesiin, vaan pikemminkin kasvin 
sisäisten hyönteismyrkkyjen valmistami-
seen. Lisäksi olisi mielenkiintoista selvit-
tää, onko kasvin eri stresseistä aktivoitu-
vien geenien ja kasvin elinympäristön 
välillä korrelaatiota. Esimerkiksi kun M. 
Truncatulalla on kuivuusstressistä aktivoi-
tuva PAL-geeni, onko sen elinympäristö 
kuiva tai ajoittain kuiva. Kasvin ekotyyp-
pienkin välillä voinee olla eroja näiden 
geenien määrissä.  
Ligniinin biosynteesiin osallistuvil-
la geeneille tai rakenteeltaan sukulaisgee-
neillä voi siis mahdollisesti olla mitä mo-
ninaisimpia fysiologisia tehtäviä. Esimer-
kiksi tupakan PAL1- ja PAL2-geeneillä 
on havaittu erilainen solun sisäinen pai-
kallistuminen: PAL1:den on havaittu 
paikallistuvan sekä liukoiseen että mik-
rosomaaliseen fraktioon, kun taas 
PAL2:ta on havaittu ainoastaan liukoi-
sessa fraktiossa (Rasmussen & Dixon 
1999). PAL-isoentsyymien erilaiset pai-
kallistumiset voivat mahdollisesti vaikut-
taa S- ja G-ligniinin biosynteesin (Sewalt 
ym. 1997). 
1.2.4. Monolignolisynteesin entsyy-
mien immunolokalisaatiosta 
Entsyymien immunolokalisaatiotekniikat 
(mm. immuno-EM) ovat tehokas tapa 
tutkia yleisestikin biosynteesireittejä. 
Immunotekniikoissa entsyymejä vastaan 
valmistetaan vasta-aineita esim. kaneissa 
tai rotissa, vasta-aineet kiinnitetään 
merkkiaineeseen, esimerkiksi fluoresoi-
vaan yhdisteeseen, tai immuno-EM-
tekniikassa kultahiukkasiin. Vasta-aineen 
sitoutuminen antigeeniin on hyvin spesi-
fistä ja sensitiivistä. Immunolokalisaatio-
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tutkimuksilla saadaan selville, missä ko. 
entsymaattinen reaktio tapahtuu, immu-
no-EM-tekniikalla saadaan selville ent-
syymin paikka soluelintasolla. Tällä tek-
niikalla voidaan myös epäsuorasti selvit-
tää entsyymien substraattien kulkua eri 
biosynteesireittien varrella. Seuraavaksi 
perehdytään lyhyesti PAL- ja CAD-
entsyymien immunolokalisaatiotukimuk-
siin 
Monolignolien biosynteesiin liitty-
vien entsyymien immunolokalisaatiota 
on tehty vuosien varrella jo paljon, mutta 
vieläkään tietämyksemme ei tunnu ole-
van riittävää. Esimerkiksi PAL-entsyy-
min immunolokalisaatiotutkimukset ovat 
tuoneet ristiriitaisia tuloksia: mm. Schop-
ker ym. (1995) havaitsi, että PAL paikal-
listuu Primula kewensiksessä solulimakal-
vostoon, pyöreisiin rakkuloihin ja solu-
limaan. Nakashima ym. (1997) puoles-
taan havaitsi PAL-entsyymin paikallistu-
van Zinnia eleganssissa sekä sytoplasmiseen 
matriisiin että Golgin rakkuloihin. Taka-
be ym. (2001) havaitsi PAL-entsyymin 
paikallistuvan Populus kitakamiensiksessa 
ainoastaan sytoplasmaan, eikä esimerkik-
si solulimakalvostoon tai plastideihin. 
Ristiriitaiset tulokset voivat tietenkin joh-
tua siitä, että tutkijat selvittivät paikallis-
tumista eri lajeilla, voihan olla, että mo-
nolignolien synteesi on eri lajeilla paikal-
listunut eri kalvo-osastoihin. Jotta ristirii-
taisuuksista päästäisiin eroon, lisäselvi-
tyksiä tarvitaan. 
CAD-entsyymin immunolokalisaa-
tiotutkimukset ovat niin ikään tuottaneet 
ristiriitaisia tuloksia. Samaj ym. (1998) 
havaitsi immunolokalisaatiotutkimuksis-
saan, että CAD paikallistuu sekä soluli-
maan että solulimakalvostoon. Tosin ar-
tikkelin elektronimikroskooppikuvassa 
kultahiukkaset näyttävät kerääntyneen 
yhteen paikkaan solulimakalvostoa, joten 
lienee mahdollista, että kyseessä ei oike-
asti ole kyse CAD:in leimautumisesta. 
Takabe ym. (2001) puolestaan ei havain-
nut CAD:in kahtalaista paikallistumista, 
vaan CAD:in havaittiin paikallistuvan 
ainoastaan solulimaan. Edelleen on ky-
syttävä, voiko tulosten ristiriitaisuuden 
perustella tutkimuksessa käytettyjen laji-
en erilaisella ligniinin biosynteesireitillä, 
vai voisiko kyse olla vain sattumasta. 
Kolmannessa luvussa käsitellään 
monolignolien kuljetustapahtumaa tar-
kemmin, mutta mainittakoon tässä, että 
CAD:in mahdollinen kahtalainen paikal-
listuminen on yhdistettävissä Samuelsin 
ym. (2002) luomaan monolignolien kul-
jetusmalliin, joka koostuu sekä aktiivises-
ta että passiivisesta osasta. Aktiivisessa 
osassa monolignolit kuljetetaan solusei-
nää Golgi-välitteisissä rakkuloissa, kun 
taas passiivisessa osassa solun vakuoliin 
kuljetetut monolignolit vapautuvat solu-
seinään ohjelmoidun solukuoleman aika-
na. Siis mahdollisesti monolignolit voisi-
vat jakautua aktiiviseen ja passiiviseen 
kuljetukseen jo ennen niiden synteesin 
loppua. Ligniinin on havaittu olevan eri-
laista koostumukseltaan riippuen siitä, 
missä kohtaa se soluseinässä sijaitsee. 
Tämän ja edellisen valossa olisi mahdol-
lista, että kasvi vaikuttaa ligniinin koos-
tumukseen jo monolignolien kuljetusvai-
heessa.  
Seuraa mielenkiintoinen kysymys: 
ovatko solulimakalvostossa ja solulimas-
sa paikallistuneet CAD-entsyymit saman 
geenin koodaamia? Onko näiden ent-
syymien ilmentyminen ajallisesti sama? 
Entäpä substraattispesifisyys? Näihin ky-
symyksiin kannattaisi etsiä vastauksia, ja 
ne voisivat tuottaa mielenkiintoista lisä-
tietoa ligniinin biosynteesireitistä. Lisäksi 
tietenkin muidenkin monolignolien bio-
synteesiin liittyvien entsyymien ilmenty-
misen ajoitusta ja paikallistumista olisi 
selvitettävä tarkemmin. 
1.3. MONOLIGNOLIEN 
KULJETUS  
1.3.1. Yleistä 
Monolignolien synteesin jälkeen mono-
lignolit on siirrettävä soluseinään, jossa 
ne edelleen polymeroidaan ligniiniksi. 
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Vaikkakin tämä on tärkeä osa ligniinin 
biosynteesiä, sitä ei ole tutkittu juuri lain-
kaan, eikä siitä siis tiedetä paljoa. Tämä 
johtuu siitä, että monolignolien kulje-
tusmekanismeja on vaikea tutkia. Mono-
lignolien kuljetustavan selvittäminen lisää 
todennäköisesti tietämystämme ligniinin 
biosynteesin säätelystä, koska on mah-
dollista, että kuljetus on energiariippu-
vaista. Kuljetusreitti voi sisältää useiden 
entsyymien toimintaa ja mahdollisesti 
myös eri kuljetusproteiinit toimivat osa-
na reittiä. Tällöin solu voisi muun muas-
sa säädellä soluseinän monolignolien pi-
toisuutta, monolignolien lajeja, sekä kul-
jetuksen paikallisia ja ajallisia ulottuvuuk-
sia. Puutuva solu voisi mahdollisesti jopa 
säädellä kuljetuksella syntyvän ligniinin 
laatua. Nämä ovat kuitenkin pelkkiä hy-
poteeseja, joiden todistaminen vaatii vie-
lä useiden vuosien tutkimustyötä ja lu-
kuisten tutkijoiden panosta. 
Monolignolien kuljetuksesta on 
kolme eri hypoteesia: 
1) monolignolit erittyvät pitoisuuseronsa 
mukaisesti diffuusiolla suoraan solu-
kalvon läpi,  
2) monolignolien siirrossa käytetään kulje-
tusproteiinia,  
3) monolignolit siirretään soluseinään kal-
vorakkulateitse.  
Yhteensä monolignolien kuljetustapoja 
voi olla viisi, monolignoleita voidaan ni-
mittäin siirtää joko konjugoituna tai kon-
jugoimattomina, konjugoidut monolig-
nolit eivät kulkeudu diffuusiolla solukal-
von läpi (Amthor 2003). Seuraavissa 
kappaleissa monolignolien kuljetuksen 
kolmea hypoteesia pohditaan tarkemmin. 
1.3.2. Monolignolien diffuusioteoria 
Kuten edellisessä luvussa todettiin, lig-
niinin esiasteet, monolignolit, valmiste-
taan solulimassa. Monolignolit ovat ke-
mialliselta luonteeltaan hydrofobisia, eli 
vettä hylkiviä. Hydrofobisuutensa takia 
monolignolien on ajateltu erittyvän pitoi-
suuseronsa mukaisesti soluseinään (Boija 
& Johansson 2006). 
Monolignolien kuljetusta soluli-
masta soluseinään on mallinnettu käyt-
tämällä immobilisoitualiposomikromato-
grafiaa (immobilized liposome chroma-
tography, ILC) (Boija & Johansson 
2006). ILC-menetelmää on käytetty mm. 
farmaseuttisissa tutkimuksissa, joissa on 
haluttu selvittää lääkeaineiden liukene-
mista biologisiin kalvoihin (Beigi ym. 
1995). ILC on osoittanut, että monolig-
nolit voivat todellakin erittyä solukalvon 
läpi (Boija & Johansson 2006). Li-
posomit eivät kuitenkaan vastaa oikeaa 
solukalvoa, joten tulokset eivät välttä-
mättä anna oikeaa kuvaa. 
Freudenberg & Harkin (1963) ja 
Terazava ym. (1984) ovat havainneet ha-
vupuiden johtosolukon solunesteen sisäl-
tävän korkeita pitoisuuksia nimenomaan 
koniferiinia, glykolysoitua koniferyylial-
koholia, mikä voisi viitata siihen, että 
monolignolit siirretään soluseinään gly-
kolysoituina. Tämä vaikuttaa järkeväm-
mältä myös senkin takia, että glykolysoi-
mattomat monolignolit ovat kasvisolulle 
myrkyllisiä ja epävakaita eikä niitä kerry 
soluun korkeita pitoisuuksia (Davin & 
Lewis 1992). Lisäksi Samuels ym. (2002) 
on havainnut solubiologisessa tutkimuk-
sessaan, glykolysoitujen monolignolien 
sokeriosan poistavan entsyymin, ß–
glukosidaasin, paikallistuneen solusei-
nään. 
Toisaalta, myrkyllisyydestä ei lop-
pujen lopuksi liene suurta haittaa puutu-
ville soluille, koska ainakin puutuvissa 
putkisoluissa tapahtuu ohjelmoitu solu-
kuolema puutumisen jälkeen (Samuels 
ym. 2002), joidenkin tutkimusten perus-
teella mahdollisesti jo ennen puutumisen 
päättymistä (Hosokawa ym. 2001). 
Nykyisten tutkimusten valossa dif-
fundaatiohypoteesi ei vaikuta todennä-
köiseltä monolignolien kuljetustavalta 
erityisesti sen takia, että monolignolit 
mahdollisesti konjugoidaan. On kuiten-
kin muistettava, että biologiset ilmiöt 
eivät useinkaan ole yksiselitteisiä. Vaikka 
diffuusioteoria ei mahdollisesti ole mo-
nolignolien pääasiallinen kuljetustapa, 
voi tällä mekanismilla kuitenkin ainakin 
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vähäisiä määriä monolignoleita siirtyä 
soluseinään. Jotta tästä teoriasta voitai-
siin sanoa viimeinen sana, tarvitaan lisä-
tutkimuksia. Esimerkiksi ILC-menetel-
mällä kannattaisi tutkia vielä ainakin ko-
niferiinin kulkeutumista. Monolignoleita 
glykolysoivien entsyymien esim. konife-
ryylialkoholiglukosyylitransferaasin, on 
havaittu paikallistuvan solulimaan (Stee-
ves ym. 2001), joten monolignolit kulje-
tetaan todennäköisesti glykolysoituneina. 
1.3.3. Kuljetusproteiiniteoria 
1.3.3.1 Yleistä 
Tapahtuipa monolignolien kuljetus sitten 
solun sisäisten kalvorakkuloiden välityk-
sellä tai suoraan solukalvon lävitse, tarvi-
taan mekanismi, jolla esiasteet siirretään 
kalvon toiselta puolelta toiselle. Mahdol-
lisia mekanismeja on useita. Kuten aikai-
semmin mainittiin, kuljetus voi tapahtua 
pelkän diffuusion tai helpotetun dif-
fuusion avulla. Kuljetus voi toisaalta olla 
aktiivista, eli kuljetusproteiinivälitteistä. 
Aktiivisen kuljetuksen tapauksessa mah-
dollisuuksia on kaksi: sekundaarisesti 
aktiivinen kuljetus käyttäen apuna kalvo-
jen välistä protonipitoisuuseroa tai suora, 
ABC-transportterivälitteinen kuljetus. 
ABC-transporttereiden on todettu 
olevan herkkiä kuljettamaan nimeno-
maan glutationiin kiinnitettyjä yhdisteitä. 
Protonigradientista riippuvaisten trans-
porttereiden on puolestaan havaittu ole-
van herkkiä kuljettamaan glukoosiin 
kiinnitettyjä yhdisteitä (Walczak & Dean 
2000). ABC-transporttereiden hämmäs-
tyttävä erikoispiirre on se, että sama kul-
jetusproteiini voi kuljettaa monia hyvin-
kin erilaisia yhdisteitä (Rea ym. 1998). 
Tämän on oletettu johtuvan mm. siitä, 
että ABC-transporttereilla on useita sub-
straattien sitoutumiskohtia (Jasinski 
2003). 
?-Glukosidaasin on havaittu pai-
kallistuvan puutuvien putkisolujen solu-
seinään (Samuels ym. 2002). Tämä viit-
taisi monolignolien glykosylaatioon ja 
edelleen protonipitoisuuserolla toimi-
vaan monolignolien kuljetukseen. Kuten 
äsken todettiin, ABC-transportterit eivät 
ole kovin substraattispesifejä ja on mah-
dollista, että ne kuljettavat myös gly-
kosyloituja monolignoleja. Toisaalta on 
tietenkin myös mahdollista, että solusei-
nään paikallistuneet glukosidaasit eivät 
liity ligniinin biosynteesiin, vaan toimivat 
mahdollisesti vaikkapa puolustuksessa 
kasvin patogeenejä vastaan. Ja gly-
kosyloidut monolignolit voivat olla va-
rastomuotoja ennen kuljetusta solusei-
nään. 
1.3.3.2. ABC-transportterit 
Aineiden aktiivisen kuljetuksen on perin-
teisesti ajateltu tapahtuvan kahdessa vai-
heessa. Kasvien tapauksessa aluksi kalvo-
jen ympäröimän tilan sisä- ja ulkopuolel-
la muodostetaan protonigradientti 
H+ATPaasien avulla. Protonigradientin 
muodostuttua tätä käytetään hyväksi ja 
yhdisteiden kuljetus tapahtuu kuljetus-
proteiinien avulla siten, että protonigra-
dientin annetaan tasoittua kytkemällä 
halutun yhdisteen kuljetus protonin kul-
jetukseen. Tämä ns. sekundaarisesti ak-
tiivinen kuljetus ei kuitenkaan ole ainoa 
tapa, jolla yhdisteitä voidaan kuljettaa 
pitoisuusgradienttia vastaan. ATP:tä si-
tovat kasetti-(ABC)-transporttereiden on 
havaittu kuljettavan yhdisteitä protoni-
gradientista riippumatta. Kuljetuksen on 
havaittu saavan energiansa suoraan 
MgATP:stä (Rea ym. 1998). 
ABC-transportterit on alun perin 
löydetty mikrobi- ja eläinsoluista, mutta 
myöhemmin on havaittu, että niitä on 
kasveissa erityisen runsaasti, enemmän 
kuin eläimissä (mm. Rea 2007 ja Rea ym. 
1998). Esimerkiksi lituruohosta on löy-
detty yli 120 ABC-proteiinia, kun taas 
ihmisen genomi sisältää ainoastaan 50-70 
ABC-proteiinia koodaavaa geeniä 
(Sánchez-Fernández ym. 2001). 
ABC-transporttereiden substraat-
tikirjo on laaja. Niiden on havaittu kuljet-
tavan niin sokereita, peptideitä, alka-
loideja kuin epäorgaanisia ioneja ja jopa 
lipidejä (Jasinski ym. 2003). ABC-trans-
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porttereiden on havaittu myös kuljetta-
van kasvien sekundaarisia metaboliitteja 
kasvin vakuoleihin (Yazaki 2006) ja juuri 
tämän takia ajatellaan niiden mahdolli-
sesti kuljettavan myös monolignoleita. 
Seuraavissa kappaleissa selvitetään ABC-
transporttereiden rakennetta, luokittelua, 
erikoispiirteitä, substraattispesifisyyttä, 
toimintaa ja niiden mahdollista osallis-
tumista monolignolien kuljetukseen hie-
man tarkemmin. 
ABC-transporttereilla on modulaa-
rinen rakenne. Ne koostuvat neljästä ra-
kenteellisesta osasta: kahdesta kalvoa 
läpäisevästä domeenista (TMD), joka 
sisältää yleensä 4-6 kalvon läpi kulkevaa 
?-heeliksiä, ja kahdesta nukleotidia sito-
vasta osasta (NBF). TMD:n tehtävänä 
on antaa kuljetettavalle yhdisteelle ter-
modynaamisesti mielekäs kulkureitti, kun 
taas NDF:n tehtävänä on yhdistää 
ATP:n hydrolyysi ja ADP:n vapautus, 
mistä kuljetus saa energiansa. ABC-
transporttereiden eri osien on havaittu 
fuusioituvan toisiinsa tietyillä lajeilla. 
Esimerkiksi Escherichia colin ribosomi-
permeaasi systeemissä NBF:t ovat yhdis-
tyneet. Toisilla lajeilla, erityisesti baktee-
reilla, kuljetusproteiinien eri osat muo-
dostavat omat polypeptidinsä. (Rea 
2007). 
Rea (2007) jaottelee ABC-pro-
teiinit 13 alaluokkaan (ks. taulukko 2). 
Jako perustuu mm. proteiinin kokoon ja 
orientaatioon. 
Taulukko 2. Kasvien ABC-proteiinien luokittelu, paikallistuminen ja tehtävä (Rea 2007 mukaan). 
Alaluokka Paikallistuminen Tehtävä 
MDR (multidrug resistance) solukalvo  mm. auksiinin kuljetus 
MRP (multidrug resistance associated protein) solukalvo, tonoplasti mm. glutationi-kunjugaattien kuljetus 
PDR (pleiotropic drug resistance) mm. solukalvo mm. lyijyn kestävyys 
PMP (peroxisomal membrane protein) peroksisomin kalvo mm. siemenen itäminen 
AOH (ABC1 homolog) tuntematon tuntematon 
WBC (White-brown complex homolog) mm. solukalvo, vakuoli mm. epidermaalisen vahan kuljetus, kanamysii-nin kestävyys 
ATH (ABC2 homolog) tuntematon tuntematon 
ATM (ABC transporter of the mitochondrion) mitokondrion kalvo mm. kadmiumin ja lyijyn sieto 
TAP (transporter associated with antigen 
processing)  tuntematon 
NAP (nonintrinsic ABC protein) plastidin kalvo mm. alkionkehitys 
 
MRP-luokan ABC-transportterit ns. GS-
X-pumput ovat monolignolien kuljetuk-
sen kannalta mielenkiintoisia. Tämän 
vuoksi käsittelen seuraavaksi ainoastaan 
GS-X-pumppuja. 
Kuten taulukosta 2 näkyy, MRP-
luokan transportterit paikallistuvat sekä 
solukalvolle että tonoplastille, joten jos 
monolignolien kuljetus todellakin tapah-
tuu GS-X-pumppujen välityksellä, voi 
kuljetus tapahtua suoraan solukalvon läpi 
tai sisältää vaiheita, joissa monolignoleita 
mahdollisesti varastoidaan vakuoliin ja 
mm. tällä tavoin vaikutetaan ligniinin 
biosynteesin ajoitukseen. 
MRP-luokan ABC-transportterei-
den on kuljettavat glutationiin konjugoi-
tuja yhdisteitä (Rea 1998). Kuljetusprote-
iinien on havaittu kuljettavan maanvilje-
lyssä käytettäviä rikkakasvien torjunta-
aineita (herbisidi), kuten alachoria, atra-
zinea ja symetryniä, vakuoleihin. Nämä 
kiinnitetään glutationiin solutasolla. Näi-
den yhdisteiden kuljetus vakuoleihin on 
todennettu niin solutasolla kuin keinote-
koisessa ympäristössä. Mielenkiintoista 
kyllä, kasvien luonnollisten yhdisteiden 
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(natural product) kiinnittämisestä gluta-
tioniin tiedetään vähän. MRP-proteiinien 
on todistettu kuljettavan vain kahta kas-
vin itsensä valmistamaa sekundäärimeta-
boliittia: maissin antosyaania, syanidiini-
3-glukosidia, ja trans-kanelihappoa ja joi-
takin sen johdoksia. (Walczak & Dean 
2000). Maissin Bronze-2 mutantin (bz2) 
on havaittu keräävän glykosyloitua an-
tosyaania solulimaansa, jonka johdosta 
soluista tuli ruskeita. Glykosyloidun an-
tosyaanin kertymisen solulimaan havait-
tiin johtuvan kasvin kyvyttömyydestä 
kiinnittyä antosyaania glutationiin. Bz2:n 
havaittiin koodaavan glutationi-S-trans-
feraasia. 
MRP-proteiinit välittävät kasveissa 
detoksifikaatio. ABC-transportterivälit-
teisen detoksifikaation on oletettu tapah-
tuvan neljässä eri vaiheessa. Ensimmäi-
sessä vaiheessa siirrettävän yhdisteen tie-
tyt funktionaaliset ryhmät aktivoidaan 
esim. sytokromi P450:llä tai mono-
oksygenaaseilla seuraavan vaiheen ent-
syymeille. Toisessa vaiheessa siirrettävä 
yhdiste konjugoidaan mm. glutationiin 
tai glukoosiin. Kolmannessa vaiheessa 
konjugaatit siirretään solulimasta solun-
sisäiseen osastoon (vakuoliin) tai ulos 
solusta. Viimeisessä vaiheessa konjugaa-
tit muutetaan kuljetusproteiinille inaktii-
viseen muotoon.  
On kummallista, että GS-X-
pumput kuljettavat rikkakasvitorjunta-
aineita kasvin vakuoleihin, vaikka niitä 
on ollut olemassa vasta viitisenkymmen-
tä vuotta. Ei ole todennäköistä, että evo-
luutio olisi kehittänyt näin nopeasti de-
toksifikaatiojärjestelmän ulkoisia myrk-
kyaineita vastaan. Kasvien omien, endo-
geenisten yhdisteiden, esimerkiksi allelo-
patiassa käytettyjen fenoleiden varastoin-
ti ja tällä tavoin kasvin myrkytystilan es-
täminen omia myrkkyjä vastaan luo lin-
kin ulkoisten myrkkyjen myrkyttömäksi 
tekemiseen. 
Monien fenolisten yhdisteiden on 
havaittu konjugoituvan nimenomaan 
glukoosiin eikä glutationiin. Bartholo-
mew (2002) tutki glukoosi- ja gluta-
tionikonjugaattien vakuolaarista kuljetus-
ta ja havaitsi, että glukoosiin konjugoitu-
jen yhdisteiden kuljetus estyy voimak-
kaasti, jos eristettyjen vakuolien suspen-
sioliuoksessa oli H+-ATPaasin toimintaa 
inhiboivia yhdisteitä, esim. bafilomysii-
niä. Toisaalta tutkimuksessa havaittiin, 
että vanadaatti esti glutationiin konjugoi-
tujen yhdisteiden kuljetuksen. Vanadaa-
tin tiedetään yleisesti inhiboivan ABC-
transporttereiden toimintaa. Näin ollen 
oletetaan, että konjugaatit signaloi kasvil-
le, millä tavalla kuljetettava yhdiste kulje-
tetaan. Toisaalta ABC-transporttereiden 
on havaittu kuljettavan jossain määrin 
myös glukoosiin konjugoitua sulfonyy-
liurea-herbisidiä ohran vakuoliin (Klein 
ym. 1996). Tästä on edelleen päätelty, 
että kasvi kuljettaa ulkoisia myrkyllisiä 
yhdisteitä eri tavalla kuin kasvin itsensä 
tuottamia myrkyllisiä yhdisteitä. Tästä 
herää kysymys, kuinka kasvi tunnistaa, 
mikä on sen itsensä valmistama yhdiste 
ja mikä ei? 
1.3.3.3. Lopuksi 
ABC-transporttereiden osallisuudesta 
kuljettaa monolignoleita ei tiedetä juuri 
mitään. Tietojeni mukaan monolignolei-
den aktiivista kuljetusta ei ole tutkittu 
paljoa; jonkin verran on selvitetty mono-
lignolien sukulaisyhdisteiden vakuolaaris-
ta kuljetusta (Walczak & Dean 2000). 
Tietämys ylipäätään ABC-transportterei-
den toiminnasta on sangen heikkoa: 
useiden ABC-transporttereiden paikallis-
tumista ja tehtävää ei tiedetä (Rea 2007). 
Vaikka  tietomme  on  vähäistä,  ABC-
transportterit ja erityisesti GS-X-pumput 
vaikuttavat kuitenkin mahdollisilta mo-
nolignoleiden kuljettajilta. Perustan väit-
teeni  muun  muassa  siihen,  että  GS-X-
pumppujen on havaittu kuljettavan hyvin 
GS-konjugaatteja, mutta alustavia tietoja 
on myös glukoosikonjugaattien kuljetuk-
sesta. On todennäköistä, että monoligno-
lit konjugoidaan heti synteesin jälkeen, 
näin ne saadaan myrkyttömämmiksi ja 
toisaalta niiden puoliintumisaika kasvaa. 
Toisin monolignolien myrkyllisyyttä niitä 
tuottavia soluja kohtaan ei liene tutkittu. 
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Ajatus niiden myrkyllisyydestä johtunee 
siitä, että mm. havupuissa on tavattu 
runsaita määriä nimenomaan glykosyloi-
tuja monolignoleita (Steeves ym. 2001). 
Tutkittaessa monolignolien kulje-
tustapaa olisi hyvä aloittaa selvittämällä, 
kuinka kasvin eri kalvorakenteet (plas-
mamembraani, tonoplasti, Golgin laite) 
kuljettavat sekä konjugoimattomia että 
glukoosiin ja glutationiin yhdistettyjä 
monolignoleita ja erityisesti selvittää 
esim. vanadaatin ja bafilomysiinin vaiku-
tusta kuljetukseen. Lisäksi täytyisi selvit-
tää glutationiin ja glukoosiin konjugoitu-
jen monolignolien pitoisuutta puutuvissa 
soluissa. Mielenkiintoista olisi myös sel-
vittää esimerkiksi mikrosiru-tekniikkaa 
käyttäen ABC-proteiineja koodaavien 
geenien ilmentymistasojen vaihteluita eri 
puutumisvaiheessa olevista soluista.  
1.3.4. Kalvorakkulateoria 
Monolignoleita voidaan siirtää solusei-
nään myös yhdistämällä monolignoleita 
sisältäviä kalvorakkuloita solukalvoon 
(Samuels ym. 2002). Tämä teoria on mo-
nesta syystä järkevä ja uskottava, mutta 
teoriaa ei ole vielä voitu todistaa.  
Samuels ym. (2002) on kehittänyt 
kaksiosaisen teorian havupuiden put-
kisolujen puutumiseen. Teorian mukaan 
Golgi-välitteiset kalvorakkulat yhdiste-
tään solukalvoihin, minkä jälkeen mono-
lignolit polymeroidaan ligniiniksi alkaen 
solun nurkista ja keskilevystä. Ohjel-
moidun solukuoleman aikana solun va-
kuolissa olevat glykosyloidut monoligno-
lit vapautuvat soluseinään, jossa niiden 
sokeriosa poistetaan ja monolignolit po-
lymeroidaan ligniiniksi. Joitakin todisteita 
kalvorakkulateorian puolesta siis on jo 
löydetty, mutta teoriaan liittyvät funda-
mentaaliset seikat ovat lähes täysin pi-
mennossa. 
Samuels ym. (2002) tutki Pinus con-
tortan putkisolujen puutumista jääkestä-
vöidyillä (kryofiksatuilla) jällen ja puun 
soluilla. Jällen ja kehittyvän puun soluissa 
havaittiin solujen pituusakselin suuntai-
sesti järjestäytyviä mikrofilamenttikimp-
puja. Lisäksi Golgin laitteen kalvoraken-
teet olivat usein mikrofilamenttien lähei-
syydessä, mikä viittaa mikrofilamenttien 
osallisuuteen Golgin laitteen rakkuloiden 
liikkeissä. Jällen soluissa Golgin laitteen 
morfologia oli normaali (kuva 4A). Siinä 
havaittiin selvä cis/trans-polariteetti ja 
vaihteleva määrä pieniä rakkuloita. Se-
kundaarisen soluseinän synteesin alkaes-
sa Golgin laitteen morfologiassa havait-
tiin selviä muutoksia (kuva 4B). Kehitty-
vässä puussa havaittiin haaroittuvia trans-
Golgiverkostoja ja rakkulatihentymiä, ja 
Golgin laitteen rakkuloiden havaittiin 
yhdistyvän solukalvoon (kuva 4C). 
Elektronimikroskooppileikkeissä 
havaitut tummat Golgi-rakkulat saatiin 
näkyviin vain osmiumtetroksidikäsittelyl-
lä, minkä on havaittu sitovan nimen-
omaan fenolisia yhdisteitä (Hayat 1981). 
Tämä viittaa siihen, että Golgi-rakkulat 
kuljettavat mahdollisesti myös monolig-
noleita (Samuels ym. 2002).  
Samuelsin ym. (2002) kehittämä 
teoria vaikuttaa uskottavalta, etenkin, 
kun tutkimuksessa on havaittu, että puu-
tuvassa Pinus contortan solussa Golgin lait-
teen toiminta on kiihtynyt huomattavasti 
verrattuna jällen soluihin, ja että Golgin 
laitteen toiminta tai pikemminkin erilais-
tuminen tapahtuu ajallisesti juuri ennen 
solun puutumisen alkua. Lisäksi elektro-
nimikroskooppileikkeissä on havaittu, 
että Golgin laitteesta irtoavat rakkulat 
yhdistyvät soluseinään. Kuitenkaan 
Samuels ym. (2002) tai kukaan muukaan 
ei ole selvittänyt, sisältävätkö Golgin lait-
teesta irtoavat rakkulat monolignoleita. 
Golgin laitteen rakkuloiden on yleisesti 
hyväksytty sisältävän soluseinän polysak-
karideja. Lisäksi epäselvää on vielä se, 
kuinka monolignolit olisi siirretty Golgin 
laitteeseen tai vakuoliin, eikä Samuels 
ym. (2002) ottanut kantaa tähän ongel-
maan. Samuels ym. (2002) sai siis vain 
aihetodisteita monolignolien paikallistu-
misesta ja kuljetuksesta puutuvissa so-
luissa.  
Kalvorakkulahypoteesi todistetta-
essa olisi ensinnäkin selvitettävä: 
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1) kuljetetaanko monolignoleita solun si-
säisiin soluelimiin, kuten vakuoliin tai 
Golgin laitteeseen,  
2) mihin soluelimeen monolignolit kulje-
tetaan synteesin jälkeen, 
3) millä mekanismilla monolignolit kulje-
tetaan ko. soluelimeen (diffuusio, ABC-
transportterit, H+-ATPaasi-välitteinen 
kuljetus).  
4) Fuusioidaanko monolignoleita sisältä-
vät rakkulat solukalvoon. 
Mitään näistä kolmesta kalvorakkulateo-
ria todistusvaatimuksista ei ole selvitetty. 
 
Kuva 4. Elektronimikroskooppikuva Pinus contortan kehittyvästä puusta (Samuels ym. 2002). A ’jälsi-
vyöhykkeen tyypillinen Golgin laitteen rakenne’ B’ Putkisolujen muuttunut Golgin laitteen rakenne.’ C 
’Golgin laitteiden vesikkileiden yhdistyminen solukalvoon erilaistuvassa putkisolussa’ . c 'cis-Golgi', t 'trans-
Golgi', TGN 'trans-Golgiverkosto, CW 'soluseinä', m 'mitokondrio', Mt 'mikrotubulus’, TGN 'trans-Golgi 
verkosto', PM 'solukalvo'. 
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1.3.5. Monolignolikuljetustutkimuksen 
alustavia tutkimuskysymyksiä ja -
menetelmiä 
Tässä luvussa esittelen lyhyesti menetel-
miä, joiden avulla voitaisiin saada alusta-
va kuva monolignolien kuljetustapahtu-
masta. 
1.3.5.1 Monolignolien paikallistumi-
nen 
Monolignolien paikallistumista on selvi-
tetty, mutta tutkimukset ovat yleensä 
kohdistuneet muuhun kuin itse kuljetuk-
seen ja tutkimustietoa on siis vain "asian 
vierestä". Tähän mennessä on lähinnä 
tutkittu monolignoleiden synteesiin tai 
polymerisaatioon liittyvien entsyymien 
(glukosidaasi, glykosyylitransferaasi) toi-
mintaa. Entsyymeiden, esim. koniferiini-
?-glukosidaasin, paikallistumista on tut-
kittu immunoelektronimikroskopialla ja 
sen on havaittu paikallistuvan solusei-
nään (Samuels ym. 2002). Monolignolien 
paikallistumista solussa ei ole tähän 
mennessä selvitetty. Yksi mahdollinen ja 
sangen järkevä tapa selvittää monoligno-
lien paikallistumista on tuottaa vasta-
aineita monolignoleita vastaan ja havaita 
monolignolit immunoelektronimikrosko-
pian avulla käyttäen kolloidikultamene-
telmää. Tässä menetelmässä monoligno-
lien vasta-aineet sidotaan pieniin kulta-
hiukkasiin, jotka saadaan hyvin näkyviin 
elektronimikroskoopilla. 
Monolignolien paikallistumisen 
selvitys ei kerro vielä paljoa kuljetuksesta. 
Jos monolignolien havaittaisiin lokalisoi-
tuvan erityisesti Golgin laitteeseen, tämä 
viittaisi kuljetuksen tapahtuvan kalvorak-
kulateorian mukaisesti, mutta entäpä jos 
biologinen totuus puoltaisi pikemminkin 
solukalvon läpi tapahtuvaa kuljetusta? 
Tällöin monolignolien paikallistumisen 
selvitys ei kertoisi paljoa! Lisäksi mono-
lignolit täytyy kuljettaa Golgin laittee-
seenkin jollain tavalla, ja kuljetusprote-
iinivälitteinen kuljetus lienee tällöin to-
dennäköisin. 
1.3.5.2. Kuljetusproteiinien osallisuus 
Kuljetusproteiinien panosta monoligno-
lien kuljetuksessa voidaan alustavasti tut-
kia eristämällä kasvisoluista solukalvot ja 
eri soluelimet käyttäen vaikkapa Percol-
tiheysgradienttia. Soluelinten ja solukal-
von monolignolien kuljetusta voisi selvit-
tää käyttämällä ABC-transporttereiden ja 
H+ATPaasien inhibiittoria. Tutkittavan 
soluelimen suspensioliuokseen lisätään 
sopiva määrä monolignoleita, ATP:ta ja 
inhibiittoreita, tämän jälkeen selvitetään, 
kuinka paljon soluelimet ovat ottaneet 
vastaan monolignoleita. Tällä tavalla voi-
taisiin saada selvitettyä myös, kuinka 
konjugoidut monolignolit käyttäytyvät 
kuljetuksessa. 
Monolignoleiden konjugaatiota 
olisi myös tärkeää selvittää. Terazawa 
ym. (1984a ja 1984b) on havainnut, että 
glykolysoituja monolignoleita kertyy run-
saita määriä erityisesti havupuiden syto-
plasmaan, kun taas kaksisirkkaisilla kas-
veilla glykolysoituja monolignoleita esiin-
tyy vain muutamissa lajeissa (Terazawa 
ym. 1984b). Missä muodossa monolig-
nolit kuljetetaan kaksisirkkaisilla? Voisiko 
glutationiin konjugoituminen tulla kysee-
seen? Entäs mahdolliset monolignolien 
kuljetusproteiinit? Käyttävätkö kaksisirk-
kaiset kasvit eri kuljetustapaa kuin havu-
puut? 
1.3.5.3. Kuljetuksen molekyylibiolo-
ginen säätely 
Näiden tutkimusten jälkeen tiedettäisiin, 
missä monolignoleita on eri puutumis-
vaiheessa olevissa soluissa. Lisäksi olisi 
alustavaa tietoa, käytettäisiinkö kuljetuk-
sessa kuljetusproteiineja, ja mikä kulje-
tusproteiini olisi kyseessä. Tässä vaihees-
sa voitaisiin siirtyä tutkimaan tarkemmin 
kuljetukseen osallistuvia kuljetusprote-
iineja esim. mikrosiru-menetelmää käyt-
täen. 
Allekirjoittanut pitää mahdollisena, 
että vaikka monolignolien kuljetuksen 
todistettaisiinkin olevan aktiivista, ei eri-
tyisiä monolignolikuljetusproteiineja vält-
tämättä löydy ainakaan ABC-transportte-
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reista, nimenomaan ABC-transportterei-
den substraattiepäspesifiyden takia. Spe-
sifisen monolignolikuljetusproteiinin si-
jaan voitaneen havaita jokin ABC-
transportterin kuljettavan muiden sub-
straattiensa lisäksi myös monolignoleita. 
1.3.6. Lopuksi 
Monolignolien kuljetustapa on huonosti 
tunnettu. Puhtaasti monolignoleiden kul-
jetusta selvittävää tutkimusta ei ole tehty 
muutamaa poikkeusta lukuun ottamatta, 
ks. (esim. Samuels ym. (2002) ja Hoso-
kava ym. (2001)). Tutkimusta, joka liittyy 
monolignolien kuljetukseen "mutkan 
kautta" on sen sijaan tehty, esimerkiksi 
ABC-transporttereiden substraattispesifi-
syyttä monolignoleille sukua olevilla yh-
disteillä on selvitetty (esim. Walczak & 
Dean 2000). Jotta kuljetustapahtuma saa-
taisiin selvitettyä, täytyy alkaa ehdotto-
masti tutkia itse monolignolien kuljetus-
ta. 
1.4. LIGNIININ 
POLYMERISAATIO 
1.4.1. Yleistä 
Kun monolignolit on kuljetettu tai ovat 
kulkeutuneet soluseinään, ne polymeroi-
daan makromolekyyliksi nimeltä ligniini. 
Ligniinin polymerisaatioon tarvitaan ny-
kytietämyksen mukaan ainakin neljä ele-
menttiä: monolignoli ja kasvava ligniini, 
hapetin esim. (O2 tai  H2O2) sekä entsyy-
mi, esimerkiksi peroksidaasi tai lakkaasi. 
(Gaihede ym. 1997 ja Passardi ym. 2004). 
Ligniinin polymerisaation on kehitetty 
muitakin hypoteeseja: mm. hapetin-pel-
kistin-sukkulahypoteesi (Önnerud ym. 
2002) ja dirigent-proteiinivälitteinen po-
lymerisaatio (Burlat ym. 2001 ja Davin & 
Lewis 2000). Näitä hypoteeseja käsitel-
lään myöhemmissä kappaleissa. 
Polymerisaatio alkaa entsyymin ak-
tivoimisella, jossa happiyhdiste aktivoi 
hapettavan entsyymin (Gaihede ym. 
1997 ja Passardi ym. 2004). Seuraavaksi 
entsyymi katalysoi reaktion, jonka seura-
uksena sekä monolignolista että kasva-
vasta ligniinistä muodostuu radikaali, 
joka stabiloituu resonanssimuodoilla. 
Lopuksi radikaalit yhdistyvät ja muodos-
tavat kovalenttisen sidoksen keskenään. 
(Boerjan ym. 2003). Seuraavissa kappa-
leissa käsittelen tarkemmin polymerisaa-
tioon liittyviä entsyymeitä, erityisesti nii-
den aktivointia ja katalyysiä, monoligno-
liradikaaleja, sekä radikaalien yhdistymis-
tä. Käsittelen myös keinotekoisten lignii-
nien rakennetta ja synteesiä. 
1.4.2 Polymerisaatioon liittyvät ent-
syymit 
1.4.2.1. Peroksidaasit 
Peroksidaaseja tavataan eläimissä, kas-
veissa ja mikro-organismeissa. Peroksi-
daasitermillä viitataan yleisesti entsyy-
miin, joka voi katalysoida hapetus-
pelkistysreaktion vetyperoksidin ja pel-
kistimen välillä (Hiragi ym. 2001). Perok-
sidaasit jaetaan kolmeen superperhee-
seen katalyyttisten ja rakenteellisten omi-
naisuuksiensa perusteella. Ensimmäiseen 
superperheeseen ”eläinperoperoksidaa-
sit” (animal peroxidases) kuuluu lähinnä 
eläimissä esiintyviä peroksidaaseja. Toi-
sen superperheen muodostavat katalaa-
sit, joita esiintyy eläimissä, kasveissa sie-
nissä ja hiivoissa. Kolmatta superperhet-
tä kutsutaan kasviperoksidaaseiksi (plant 
peroxidase) vaikkakin tämän superper-
heen peroksidaaseja tavataan myös hii-
voissa, sienissä ja bakteereissa (Welinder 
1992). 
Kasviperoksidaasit jakautuvat edel-
leen kolmeen luokkaan:  I,  II  ja  III.  Kas-
viperoksidaasien aminohapposekvens-
seissä on suurta vaihtelua, pienimmillään 
samankaltaisuus on vain 20 % (Welinder 
1992). Suuri vaihtelu ei liene ihme, koska 
esimerkiksi II -luokan peroksidaaseja 
esiintyy vain sienissä, joten superperheen 
nimikin on hiukan harhaan johtava. Kai-
killa kasviperoksidaaseilla on 10 yhteistä 
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?-heeliksiä. I ja II –luokan peroksi-
daaseilla  on  lisäksi  yksi  yhteinen  ?-
heeliksi, kun taas kaikilla III-luokan pe-
roksidaaseilla (POX) on kolme yhteistä 
?-heeliksiä. (Schuller ym. 1996 ja Gajhe-
de ym. 1997). 
Ligniinin biosynteesin kannalta 
III-luokan kasviperoksidaasit (EC 
1.11.1.17) ovat mielenkiintoisimpia. Ne 
ovat ensinnäkin solun ulkoisia (Kim ym. 
2002). Tiettyjen peroksidaasien ilmenty-
misprofiili on korreloi puutumisen kans-
sa. Esim. Marjamaa ym. (2006) on ha-
vainnut, että metsäkuusen (Picea abies) 
kolmen POX-entsyymin, PX1, PX2 ja 
PX3 mRNA kertyy kehittyvien put-
kisolujen solulimaan. Blee ym. (2003) on 
havainnut, että tupakan peroksidaasin 
TP60 vähentynyt toiminta johtaa lignii-
nipitoisuuden laskuun. Lisäksi mm. lig-
niiniä tuottavista suspensioviljelmistä 
saadut tulokset viittaavat peroksidaasien 
osuuteen puutumisessa (Kärkönen ym. 
2002). Tarpeeksi peroksidaasien osuu-
desta puutumiseen ei kuitenkaan tiedetä, 
vaan tarvitaan vielä tutkimusta esim. 
substraattispesifisyydestä, ilmentymis-
profiileista ja säätelystä. Lisäksi POX-
entsyymeillä on muita mahdollisia tehtä-
viä, kuten esimerkiksi auksiinin hajotus, 
patogeenipuolustus ja seneskenssi (Pas-
sardi ym. 2004 ja Yoshida ym. 2003).  
Jotta peroksidaasi pystyisi hapet-
tamaan substraattejaan, esim. monolig-
noleita, se pitää aktivoida. Aktivoinnissa 
vetyperoksidi hapettaa peroksidaasin 
(Kuva 5.). Vetyperoksidin toinen happi-
molekyyli muodostaa peroksidaasin por-
fyriinirenkaan raudan kanssa kaksinker-
taisen koordinaatiosidoksen. Sidoksen 
muodostavalla happimolekyylillä on 
uloimmalla elektronikuorellaan kuusi 
elektronia, Saadakseen uloimmalle kuo-
relleen oktetin happiatomi riistää yhden 
elektronin raudalta, joka näin ollen ha-
pettuu ja muuttuu neljänarvoiseksi. Toi-
sen elektronin happi riistää porfy-
riinirenkaalta, joka näin ollen muuttuu 
radikaaliksi. Entsyymiä kutsutaan tässä 
muodossa yhdiste 1:ksi (compund I), 
(esim. Gajhede 1997). 
Yhdiste I on peroksidaasin aktivoi-
tunut muoto. Seuraavassa vaiheessa pe-
roksidaasi riistää substraatin -C-H koh-
dasta vetyatomin, jonka elektronikuorella 
on yksi elektroni (H·) jättäen substraatin 
kyseiselle. hiilelle C-H sidoksen toisen 
elektronin. Näin ollen yhdisteen jollakin 
hiilellä on yhdellä orbitaalillaan pariton 
elektroni, joten yhdisteestä on tehty radi-
kaali. Entsyymin tätä muotoa kutsutaan 
yhdiste II:ksi, ja vedyn elektroni siirtyy 
porfyriinille. Peroksidaasin toimintasykli 
päättyy toiseen substraatin hapettami-
seen. Entsyymi riistää substraattinsa C-
H-sidokselta yksielektronisen vedyn. Ve-
dyn elektroni luovutetaan raudalle, joka 
pelkistyy jälleen kolmenarvoiseksi, 
Fe4+=O sidos purkautuu ja substraateilta 
riistetyt vedyt muodostavat hapen kanssa 
vettä (esim. Gaihede 1997). Yllämainit-
tua peroksidin aktivointia kutsutaan pe-
roksidatiiviseksi kierroksi (peroxidative 
cycle). 
Peroksidaaseilla on kaksi erillistä 
toimintoa. Ne voivat substraattiensa ha-
pettamisen lisäksi muodostaa molekylaa-
risesta hapesta ja vetyperoksidista aktiivi-
sia happiradikaaleja (ROS) (Passardi ym. 
2004). Tätä peroksidien toimintasykliä 
kutsutaan hydroksyyliseksi kierroksi 
’hydroxylic cycle’ ( Kuva 5). 
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Kuva 6.. Lakkaasin aktiivinen keskus ja toi-
mintasykli (Claus 2004 mukaan) 
 
Kuva 5. Peroksidaasin toimintasykli (Kaisa Marjamaa 2007) 
 
1.4.2.2. Lakkaasit
Lakkaasit (EC 1.10.3.2) kuuluvat moni-
kuparioksidaaseihin. Lakkaaseja esiintyy 
niin kasveissa, sienissä, hyönteisissä kuin 
bakteereissa. Nykyisin sienilakkaasit lie-
nevät kaikista tärkein ryhmä tutkimuk-
sen kannalta, koska 
niitä on karakterisoi-
tu eniten (Hoegger 
ym. 2006). Mielen-
kiintoista sienten 
lakkaaseissa ja pe-
roksidaaseissa on se, 
että ne eivät toimi 
ligniinin synteesissä 
vaan pikemminkin 
sen hajotuksessa. 
Siksi sienen lakkaase-
ja voidaan käyttää 
esim. paperiteollisuu-
dessa. 
Lakkaasien 
merkitystä ei tunneta 
hyvin. Ligniinin ha-
jotuksen lisäksi lak-
kaaseilla on arveltu 
olevan tekemistä 
erilaisissa kehitys-
fysiologisissa ta-
pahtumissa, kuten 
esimerkiksi pigmentinmuodostumisessa, 
kilpailusuhteissa ja patogeneesissä. 
Hyönteisten lakkaasien on arveltu toi-
mivan kutikulan kovettumisessa (sclero-
tization), (Hoegger ym. 2006 ja Gavn-
holt & Larsen 2002). 
Kasvilakkaasien 
on arveltu ottavan osaa 
ligniini polymerisaa-
tioon. Strejiades ym. 
(1992) on osoittanut, 
että vaahteran (Acer 
pseudoplatanus) lakkaasi 
kykenee hapettamaan 
monolignoleita ja poly-
meroimaan niitä lignii-
niksi. Kyseisen lakkaasin 
on myös osoitettu pai-
kallistuvan puutuviin 
solukoihin (Driouch ym. 
1992). Lisäksi esimer-
kiksi Yasushi ym. (2001) 
on havainnut bioinfor-
maattisessa tutkimuk-
sessa, että tietyt Pinus 
taedan lakkaasit sisältävät 
N-terminaalisen signaa-
lisekvenssin, joka viittai-
si ko. lakkaasien erittä-
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miseen solun ulkopuolelle. Caparrós-
Ruiz ym. (2006) on havainnut maissin 
eräiden lakkaasien mRNA:n kertyvän 
puutuviin solukkoihin. 
Kaikkea lakkaasien osallistumises-
ta puutumiseen ja muihinkin tehtäviin ei 
ole vielä sanottu, mutta vaikuttaa siltä, 
että peroksidaasit ovat mahdollisempia 
monolignolien hapettajia. Tosin lakkaa-
sit voisivat välittää ligniinin polymerisaa-
tiota solukoissa, jotka ovat herkkiä reak-
tiivisille happiyhdisteille, kuten vetyper-
oksidille, kun taas peroksidaasit toimisi-
vat vähemmän reaktiivisille happiyhdis-
teille herkissä solukoissa (Gavnholt & 
Larsen 2002). 
Lakkaasien ja peroksidaasien toi-
minta- ja katalyysikierrot eroavat monin 
kohdin toisistaan. Peroksidaasien kata-
lysoima hapetus-pelkistymisreaktio alkaa 
entsyymin aktivoinnilla, jota seuraa sub-
straattien hapetus. Lakkaaseilla tämä 
tapahtuu ikään kuin päinvastaisessa jär-
jestyksessä, (kuva 6) Aluksi lakkaasit 
riistävät substraateiltaan vetyatomin ja 
sen mukana yhden elektronin, jättäen 
substraatilleen peroksidaasien tapaan 
yhden hiiliatomin orbitaaliin parittoman 
elektronin. Näitä reaktioita tapahtuu 
neljä. Riistettyään substraattien elektro-
nit lakkaasit alkavat pelkistää molekylaa-
rista happea, O2, vedeksi. Toimintakier-
ron aikana lakkaasit siis tuottavat neljä 
radikaalia ja kaksi molekyyliä vettä. 
(Claus 2004) 
Kuten aikaisemmin jo mainittiin, 
lakkaasien aktiivisessa keskuksessa on 
neljä kuparia. Kuparimolekyylit jaotel-
laan toimintansa mukaan kolmeen tyyp-
piin: 
Tyyppi 1. Paramagneettinen ”sininen” 
kupari 
Tyyppi 2. Paramagneettinen ”ei-sininen” 
kupari 
Tyyppi 3. Diamagneettinen spinyhdistet-
ty kupari-kupari-pari (Claus 2004) 
Lakkaasien metalliatomit eivät ole, toisin 
kuin peroksidaaseissa, sidottu porfy-
riinirenkaaseen, vaan ne ovat suorassa 
yhteydessä polypeptidiketjun amino-
happoihin. Tyypin 1 kupari on muodos-
tanut kaksi sidosta entsyymin histi-
diinitähteisiin, yhden metioniinitähtee-
seen ja yhden kysteiinitähteeseen. Tyy-
pin 2. Kuparilla on sidokset kahteen 
histidiinitähteeseen ja tyypin 3. kupareil-
la on kummallakin kolme sidosta histi-
diinitähteisiin (Claus 2004) 
Substraatin hapetus tapahtuu tyy-
pin 1. kuparilla, sillä on korkea hapetus-
pelkistys potentiaali (+790 MV). Tyypin 
2. ja 3. kuparit muodostavat keskenään 
klusterin, jossa hapen pelkistymisen on 
ajateltu tapahtuvan. (Claus 2004). Lak-
kaasien katalysoima hapetus-pelkistys-
reaktio on esitetty kuvassa 6. 
1.4.3. Polymerisaatio – kolme hypo-
teesia 
1.4.3.1. Sattumanvaraisen radikaalien 
yhdistymisen teoria (SRYT) 
Monolignolien polymerisaatioon on ke-
hitetty kolme teoriaa. Niistä vanhin on 
sattumanvarainen radikaalien yhdisty-
minen (random coupling) (Ralph ym. 
1999), joka on esitetty jo yli 40 vuotta 
sitten. Tässä hypoteesissa oletetaan, että 
sekä kasvavasta polymeeristä ja mono-
lignolista tehdään aluksi radikaali (ks. 
kappale 1.4.2.1.). Tämän jälkeen radi-
kaalit muodostavat keskenään kovalent-
tisen sidoksen ilman mitään selvää bio-
logista kontrollia. Tämä teoria viittaisi 
myös siihen, että tulevasta ligniinistä ei 
tule optisesti aktiivista, vaan pikemmin-
kin raseemista. Ligniinin on havaittu 
olevan nimenomaan raseemista (Ralph 
ym. 1999). 
1.4.3.2. Dirigentproteiinivälitteisen 
polymerisaation teoria (DPPT) 
Klassinen ligniinin polymerisaatiohypo-
teesi on saanut viime aikoina kilpailijan. 
Dirigentproteiinivälitteisen polymerisaa-
tion kannattajat ovat sitä mieltä, että 
polymerisaatiotapahtuma on biologisesti 
tarkkaan säädeltyä (Davin & Lewis 
2005). Tämän teorian tärkeimpiä ideoita 
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on se, että kasveille niinkin tärkeän mo-
lekyylin kuin ligniinin synteesiä ei voida 
jättää sattuman varaan. 
Davin ym. (1997) ovat löytäneet 
proteiinin, jolla ei ole entsymaattista ak-
tiivisuutta, mutta jonka läsnä ollessa 
syntetisoidaan keinotekoisesti optisesti 
aktiivisia pinoresinolimolekyylejä. Pino-
resinoli on dilignoli, joka koostuu kah-
desta koniferyylialkoholiyksiköstä. 
Dirigentproteiinivälitteisen lignii-
nin polymerisaation on ajateltu toimivan 
siten, että kun monolignoli ja kasvava 
ligniinipolymeeri on hapetettu radikaa-
liksi, dirigentproteiini yhdistää nämä 
radikaalit ohjaamalla ne tiettyyn orien-
taatioon.  Jos  paikalla  on  vain  yhtä  diri-
gentproteiinia, tulokseksi saadaan opti-
sesti aktiivisia ligniinimolekyylejä. 
1.4.3.3 Ohjattua vai satunnaista? 
Kahdesta em. teoriasta on käyty kiivai-
takin keskusteluja, ja todisteita kum-
mankin teorian puolesta ja vastaan on 
esitetty. Vaikuttaa myös siltä, että vää-
rinymmärrykset ja jopa huono lukutaito 
ovat lisänneet kiivaita taisteluita (Davin 
& Lewis 2005 ja Hatfield & Vermerris 
2001). 
DPPT:n kannattajat ovat puolus-
taneet teoriaa mm. sillä, että synteettiset 
ligniinit, esim. DHP (dehydrogenation 
polymer) eivät ole kemialliselta raken-
teeltaan samanlaisia kuin luonnolliset 
(Davin & Lewis 2000). Pitää kuitenkin 
muistaa, että ligniinin polymerisaa-
tioympäristö ja monolignolien erittymi-
nen ovat keinotekoisissa ligniineissä ja 
luonnollisissa ligniineissä erilaiset. Kei-
notekoiset ligniinit tuotetaan joko niin, 
että vetyperoksidia, monolignoleita ha-
pettavia entsyymejä sekä monolignoleita 
yksinkertaisesti sekoitetaan keskenään, 
tai sitten entsyymi-vetyperoksidi liuok-
seen lisätään monolignoleita hitaasti. 
Tällaisella menetelmällä saavutetaan 
pääasiallisesti monolignoleiden dimeri-
saatiota. Luonnollisemman kaltaista kei-
notekoista ligniiniä saadaan, kun ent-
syymiliuokseen lisätään hitaasti sekä 
monolignoleita että vetyperoksidia. 
(Hatfield & Vermerris 2001). 
Toiseksi DPPT:n kannattajat ovat 
sitä mieltä, että ligniinillä on tarkasti 
määritelty primäärirakenne ja, että lig-
niinit eivät ole voimakkaasti ristienlin-
kattuja kolmiulotteisia biopolymeerejä 
(Mlynar ym. 1996, Dolk ym. 1986 ja 
Davin & Lewis 2005). Ultraviolettivalo-
tutkimukset männyn (Pinus taedan) ohut-
leikkeistä osoittavat, että ligniini olisi 
kolmiulotteisen rakenteen sijasta raken-
tunut levymäiseksi, tämä viittaisi nimen-
omaan ligniinin säädeltyyn polymerisaa-
tion (Atalla ym. 1984 ja Atalla ym. 1985) 
SRYT:n kannattajilla on monia 
argumentteja DPPT: vastaan. Ensinnä-
kin dirigentproteiinien on havaittu otta-
van osaa vain lignaanien eli dilignolien 
synteesissä (Hatfield & Vermerris 2001). 
Dirigentproteiinit yhdistävät monolig-
nolit niin, että tuloksena saadaan opti-
sesti aktiivinen liuos, eli dirigentproteiini 
muodostaa vain yhtä lignaanin optista 
isomeeria. Ligniinien on selvästi havait-
tu olevan raseemisia seoksia, eikä opti-
sesti aktiivisia (Ralph ym. 1999). Tämä 
viittaisi siihen, että jokaista monolignoli-
en välistä sidosta kohden tarvitaan kaksi 
erilaista dirigentproteiinia, yksi kumpaa-
kin optista isomeeriä varten. Koska lig-
niini sisältää useita erilaisia monolignoli-
en välisiä sidoksia ja useita eri monolig-
noleita, näille kaikille kombinaatioille 
tarvittaisiin omat dirigentproteiininsa. 
On laskettu, että jos kaikille luonnolli-
sissa ligniinissä havaituille sidostyypeille 
eri monolignolien kesken tarvittaisiin 
oma dirigentproteiini, erilaisia proteiine-
ja tarvittaisiin noin 50(Hatfield & Ver-
merris 2001). 
Jos ligniinin polymerisaatio tapah-
tuu niin, että ensiksi dirigentproteiinit 
muodostavat lignaaneja, tarvitaan myös 
proteiineja, jotka yhdistävät lignaanit 
toisiinsa ja proteiineja, jotka yhdistävät 
lignaanin ja kasvavan ligniinipolymeerin 
toisiinsa. Tällaisia proteiineja täytyisi olla 
lukuisia, koska jokaisen yhdistymisen 
jälkeen kasvava ligniinipolymeeri olisi 
erilainen tai sitten nämä proteiinit eivät 
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olisi läheskään yhtä tarkkoja kuin varsi-
naiset dirigentproteiinit. 
Täytyy myös muistaa, että luon-
nollinen ligniinin polymerisaatio tapah-
tuu soluseinässä, eikä koeputkessa. Tä-
män takiakin on vaikea käsittää, kuinka 
proteiinit voisivat ohjata syntyvän po-
lymeerin kolmiulotteista rakennetta tar-
kasti. Lisäksi keinotekoisten ligniinien 
valmistusliuoksessa, jossa on soluseinän 
elementtejä esim. polysakkarideja, on 
havaittu syntyvän luonnollisemman kal-
taista ligniiniä (Ämmälahti 1999).  
On siis mahdollista, että dirigent-
proteiinit eivät osallistu lainkaan puu-
tumiseen. Mikä tehtävä niillä sitten olisi? 
Dirigentproteiinien paikallistumistutki-
mukset ovat viitanneet siihen, että näillä 
proteiineilla voisi olla mm. tekemistä 
kasvin puolustuksessa. Lisäksi dirigent-
proteiinien on havaittu paikallistuvan 
puutuvissa soluissa puutumisen aloitus-
kohdille, ehkä dirigentproteiinit muo-
dostavat ligniinialukkeita ja tämän jäl-
keen puutuminen tapahtuu SRYT:n 
mukaisesti (Burlat ym. 2001). 
Todellisuus ei ole välttämättä näin 
yksinkertainen. Tokunaka ym. (2005) 
solukkoviljelmätutkimukset viittaavat 
siihen, että polymerisaatiossa käytetään 
kahta esiastetyyppiä sekä monolignoleita 
että lignaaneja. Tämä siis viittaisi siihen 
että totuus piilisi kahden em. teorian 
välillä. 
1.4.3.4. Hapetin-pelkistin-sukkula 
Monolignolien polymerisaatioon on ke-
hitetty kolmaskin teoria, jonka olen 
suomentanut hapetin-pelkistin-sukku-
laksi (Önnerud ym. 2002). Teorian kan-
tavana voimana on idea, että hapettava 
entsyymi ei hapeta monolignoleita suo-
raan, vaan pikemminkin välillisesti esim. 
mangaani-ionin välityksellä. In vitro -
koejärjestelyt ovat osoittaneet, että täl-
laisella systeemillä keinotekoisesta lig-
niinistä saadaan luonnollisen kaltaista 
(Önnerud ym. 2002). Taustalla on ajatus 
siitä, että soluseinässä ei välttämättä ole 
tilaa hapettaville entsyymeille (Önnerud 
2002). Tämä on kyllä osoitettu paik-
kaansa pitämättömäksi, koska esim. pe-
roksidaasien on osoitettu paikallistuvan 
soluseinään (Kim ym. 2002). 
Onhan toki mahdollista, että po-
lymerisaatiota välittää osin tällainen sys-
teemi, mutta teoria kaipaa vielä paljon 
todisteita. Önnerudin ym. (2002) artik-
kelissa esitettyä teoriaa oli tutkittu sie-
nen mangaania hapettavalla entsyymillä, 
jota ei kasveissa ollut ainakaan silloin 
vielä tavattu (Önnerud ym. 2002). 
1.5. TUTKIMUKSEN TARKOITUS 
Pro gradu -tutkimukseni tarkoituksena on 
selvittää, millä mekanismilla monoligno-
lit kuljetetaan solulimasta soluseinään 
polymeroitavaksi puutuvissa soluissa. 
Tutkimukseni jakautuu menetelmällises-
ti kahteen osaan. Ensimmäisessä osassa 
tarkoituksenani on selvittää havupuiden 
yleisimmän monolignolin, koniferyylial-
koholin, oletetun varastomuodon, koni-
feriinin paikallistumista ja sen dynamiik-
kaa niin, solukko- kuin solutasolla ja 
näin selvittää lähinnä Golgivälitteistä 
monolignolien kuljetusmekanismia. Toi-
sessa osassa tarkoituksenani on selvittää 
mahdollisten monolignolikuljetusmole-
kyylien, ABC-transporttereiden, osallis-
tumista monolignolien kuljetukseen. 
Golgivälitteistä kuljetushypoteesia 
tutkin valmistamallani anti-konifariini-
vasta-aineella käyttäen sekä elektroni- 
että konfokaalimikroskopiaa. ABC-
transportterivälitteistä kuljetushypotee-
sia selvitin inhiboimalla ABC-trans-
porttereita ja selvittämällä solujen mo-
nolignolien eritysnopeutta. 
 
 

 2. AINEISTO JA MENETELMÄT 
2.1. AINEISTO 
Pro gradu -työni tutkimusmateriaalina 
käytettiin metsäkuusta (Picea abies (L.) 
Karst) ja lituruohon (Arabidopsis thaliana 
(L.) Heynh.) Columbia-ekotyyppiä.  
2.1.1. Käytetyt kasvatusalustat 
Kuusen A3/85-solukkoviljelmiä (Simola 
ym. 1992) kasvatettiin agaria sisältävällä 
ylläpitoalustalla (Simola & Santanen 
1990): 2A-alusta ja 2-N-alusta. 2A- ja 2-
N-alustojen erona on se, että 2-N-alus-
tasta puuttuu orgaaninen typpi (arginiini 
ja glutamiini). A3/85-kallussolukko in-
dusoitiin tuottamaan solunulkoista lig-
niiniä kasvatusalustaansa siirtämällä so-
lut nestemäiseen kasvatusalustaan. 
Oleellinen ero ylläpitoalustaan nähden 
ligniinintuottoalustassa (5’-alusta) on 
hormonien määrät (Simola ym. 1992): 
2A-alustassa 2,4-diklorofenoksietikkaha-
pon pitoisuus on 10 ?M ja kinetiinin 2,5 
?M, kun taas 5’-alustassa vastaavat pi-
toisuudet ovat 0,5 ?M ja 2,5 ?M. Alus-
tojen tarkka koostumus on selitetty ar-
tikkelissa Simola ym. (1992).  
Lituruohon taimet idätettiin 
DMS-alustalla. DMS-alusta sisältää 0,5 x 
MS-suolat (Murashige & Skoog 1962) 
(M5524, Murashige and Skoog Basal 
salt mixture, Sigma-Aldrich, USA), 1 % 
sakkaroosi ja 1 % agar (Agar Bacterio-
logical Agar type A, Biokar Diagnostics, 
Ranska), pH 5,7. 
2.1.2. Aineiston käsittely 
Elektronimikroskooppisessa työssä käy-
tettiin kaksivuotisia metsäkuusen taimia. 
Taimet kasvatettiin siemenistä, alkupe-
rältään Heinävedeltä (61º 12’N-
62º39’N,28º15’E-29º15’E). Taimien 
keskipituus oli 23 cm ja niiden kasvatus-
tiheys 546 kpl/m2. Kuuset toimitti Met-
säntutkimuslaitos (METLA). Saatuam-
me kuuset, ne istutettiin 1 litran kasva-
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tusastioihin. Kasvatusalustana käytettiin 
M6-lannoitettua turvetta (Kekkilä), 
hiekkaa ja vermikuliittia 6:2:1. Taimet 
istutettiin mahdollisimman pystysuoraan 
asentoon reaktiopuun muodostumisen 
välttämiseksi. Taimia kasvatettiin Hel-
singin yliopiston Viikin kasvihuoneissa 
normaalissa päivänvalossa. 
Konfokaalimikroskooppinäyttei-
siin käytettiin kuusen solukkoviljelmä-
linjaa A3/85. Linjaa ylläpidettiin 2A-
kasvatusalustalla (Simola & Santanen 
1990) 16 tunnin valojaksossa (80 ?mol 
s-1m-2) 20 ºC:ssa. Solut vaihdetaan tuo-
reelle alustalle joka neljäs viikko. 
ABC-transportterityössä A3/85-
solukkoviljelmää kasvatettiin 2-N-alus-
talla 40 ?mol s-1 m-2 16 tunnin valojak-
sossa, 25 ?C:ssa ja vaihdettiin uudelle 
kasvatusalustalle joka neljäs viikko. Kal-
lussolut siirrettiin ABC-transportteri-
työtä varten steriilisti nesteviljelmään. 
Yhtä koejärjestelyä kohti käytettiin 6 
kalluspalaa. Palat siirrettiin suspensio-
alustaan 5’ (Simola & Santanen 1990) 
(50ml), jonka tarkoituksena on indusoi-
da kallus tuottamaan ligniiniä.  
2.2. MENETELMÄT 
2.2.1. Anti-koniferiinin valmistus 
2.2.1.1. Proteiinipitoisuuden määritys 
Kaikki tämän tutkielman proteiinimääri-
tykset suoritettiin Bradfordin menetel-
mään perustuvalla Bioradin proteiinin 
määritysliuoksella (Biorad protein assay, 
Biorad). Menetelmä perustuu Coomas-
sie Blue G250 -värin käyttöön (Brad-
ford 1976). Värillä on kolme eri ionista 
muotoa, joiden pKa-arvot ovat 1,15, 
1,81 ja 12,4. Värin happaman muodon 
on havaittu sitoutuvan erityisesti argi-
niiniin ja lysiiniin. Proteiiniin sitoutu-
neen väriaineen absorbanssi mitattiin 
595 nm:ssa. Bradfordin menetelmän 
mittausvirheeseen vaikuttaa täten eri 
proteiinien lysiinin ja arginiinin vaihtele-
vat pitoisuudet (Compton & Jones 1985 
ja Congdong 1993). 
Proteiiniliuoksesta tehtiin sopiva 
laimennos 800 ?l:ksi tislattuun veteen 
1,5 ml:n Eppendorf-putkeen. Laimen-
nettuun proteiininäytteeseen lisättiin 
200 ?l Bioradin reagenssia. Värireagens-
sin lisäämisen jälkeen liuosta sekoitettiin 
voimakkaasti ja haudottiin 20 minuuttia. 
Standardisuora valmistettiin BSA-pro-
teiinista (A-2153, Albumin, Bovine, 
Sigma-Aldrich). Kontrollinäytteenä käy-
tettiin veden (800?l) ja värireagenssin 
(200 ?l) seosta. Näytteet mitattiin spekt-
rofotometrilla (Shimadzu UV-2100, Ja-
pani) muovikyveteissä. 
2.2.1.2. Koniferiinikonjugaatin val-
mistus ja karakterisointi 
Koska käyttämämme antigenisoiva yh-
diste, koniferiini, on kooltaan niin pieni, 
se pitää sitoa kantajaproteiiniin, jotta 
vasta-aineen tuotantotaso tulisi tarpeek-
si korkeaksi. Immunogeenin valmistuk-
seen käytettiin Piercen Imject® Phar-
maLink™ Immunogen -kittiä. Kitissä 
antigeenin kantajana käytetään kationi-
soitua ja lyofilisoitua BSA-proteiinia 
(Bovine serum albumin). Kationisoitu 
kantajaproteiinin on Piercen mukaan 
havaittu kasvattavan antigeenisyyttä si-
toutumalla tehokkaammin antigeenia 
esittelevään soluun. 
Konjugoidun koniferiinin pitoi-
suutta yhtä BSA-molekyylia kohti on 
vaikea määrittää tarkasti. Tässä työssä 
koniferiinin konjugaation tehokkuutta 
arvioitiin spektroskopian avulla. Puhdis-
tetun koniferiini-BSA-konjugaattiliuok-
sen proteiinipitoisuus määritettiin Bio-
radin Bradfordin menetelmään perustu-
valla kitillä (Biorad protein assay, Bio-
rad). Lyofilisoitu BSA: liuotettiin Pier-
cen 1x purifikaatiopuskuriin niin, että 
lopulliseksi proteiinipitoisuudeksi saatiin 
sama kuin puhdistetulla koniferiini-
BSA-konjugaatilla Koniferiinista, koni-
feriini-BSA-konjugaatista ja BSA:sta 
mitattiin absorptiospektrit ja määritettiin 
absorptiomaksimit. Koniferiinista mää-
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ritettiin myös molaarinen absorptiviteet-
ti. Koniferiini-BSA-konjugaatista määri-
tettiin lisäksi absorptiospektri käyttäen 
kontrollina BSA-liuosta, näin absorptio-
spektrin pitäisi mukailla konjugoituneen 
koniferiinin absorptiospektriä. Saadusta 
absorptiospektristä määritettiin absorp-
tiohuipun absorbanssi ja tätä käyttäen 
määritettiin koniferiinin sitoutumiste-
hokkuus kantajaproteiiniin.  
2.2.1.3. Konjugaatin injektointi 
Hapteeni-kantajakonjugaattien aikaan-
saama immuunivaste on yleensä hidas ja 
usein tehoton tapahtuma. Voimakkaan 
immuunivasteen aikaansaamiseksi anti-
geeni ruiskutettiin vasta-ainetta tuotta-
vaan systeemin yhdessä tehosteaineen, 
adjuvantin, kanssa. Tehosteaine estää 
antigeenin kataboliaa ja kasvattaa anti-
geenin ja mm. T- ja B-solujen kontaktia 
(Harlow & Lane 1988). Tässä työssä 
antigeeni, koniferiini-BSA-konjugaatti 
ruiskutettiin vasta-ainetta muodostavaan 
systeemiin (kani, Oryctolagus cuniculus, 
Harlanin Euroopan kasvattamo, Hollan-
ti ) Freudin adjuvantin kanssa (Imject® 
Freund’s Adjuvant, Pierce Biotecnology 
Rockford). 500 ?l koniferiini-BSA-kon-
jugaattia ja 500 ?l tehosteainetta sekoi-
tettiin imemällä ja ruiskuttamalla seosta 
useita kertoja edestakaisin voimakkaasti 
ruiskun ja koeputken välillä noin 10-15 
minuutin ajan. Emulsion ollessa valmis 
se ei liukene veteen vaan pysyy yhtenäi-
senä pisarana vedenpinnalla. 1 ml emul-
siota jaettiin kahteen ruiskuun. Kaneja 
injektoitiin yhteensä neljä kertaa noin 
neljän viikon ajan. Veret kerättiin ka-
neista noin viiden viikon kuluttua en-
simmäisestä injektiosta. Verta haudottiin 
huoneen lämmössä tunnin ajan, jonka 
jälkeen seerumi erotettiin veren soluista 
linkoamalla soluja 10 000 x g 10 mi-
nuuttia. Kirkas seerumi kerättiin talteen 
ja pakastettiin (-20 °C). Eri injektioker-
roilla kaneja injektoitiin eri puolille ke-
hoa nahan alle, 500 ?l emulsiota yhdellä 
kerralla. Ensimmäisellä injektointikerral-
la tehosteaineena käytettiin Freundin 
täydellistä Adjuvanttia (Imject® 
Freund’s Complete Adjuvant, Pierce 
Biotecnology Rockford). Freundin täy-
dellinen adjuvantti sisältää tapettuja My-
cobaterium butyricumin soluja, joiden tar-
koituksena on tehostaa immuunivastet-
ta. Muilla injektointikerroilla käytettiin 
Freundin epätäydellistä adjuvanttia (Im-
ject® Freund’s Incomplete Adjuvant, 
Pierce Biotecnology Rockford). 
2.2.2. Anti-koniferiinin karakterisointi 
2.2.2.1. Vasta-aineen puhdistus 
Vasta-aineen spesifisyys paranee usein 
puhdistuksen jälkeen. IgG:n puhdistus 
perustuu kolmeen vaiheeseen: ammoni-
umsulfaattisaostukseen, geelisuodatuk-
seen ja ioninvaihtokromatografiaan. 
Menetelmä sopii noin 2,5 ml:n seeru-
mierän puhdistukseen. Proteiinit sakat-
tiin Sorvalin sentrifugiputkessa ammo-
niumsulfaatilla. Yhteen millilitraan lai-
tettiin ammoniumsulfaattia 258 mg (kyl-
lästymisaste 45 %). Seerumia haudottiin 
30 minuuttia jäähauteella, minkä jälkeen 
sitä lingottiin 4 ºC, 8000 rpm. Prote-
iinisakkaa liuotettiin jäähauteella 1,5 
tuntia 1,5 ml:aan 0,07 M Na-fosfaat-
tipuskuria, pH 6,3. Ammoniumsuola 
poistettiin puskurista geelisuodatuksella. 
Geelisuodatuksessa käytettiin valmiiksi 
pakattua PD-10-geelipylvästä (Amer-
sham pharmacia Biotech). Liuotettuun 
proteiinisakkaan lisättiin Na-fosfaat-
tipuskuria, pH 6,3, 1 ml, näin ollen ko-
konaistilavuudeksi saatiin 2,5 ml. Prote-
iiniliuos pipetoitiin varovasti keskelle 
pylvästä ja annettiin imeytyä. Proteiinit 
eluoitiin 3,5 ml:lla Na-fosfaattipuskuria, 
pH 6,3. Ioninvaihtohartsina käytettiin 
DEAE (No. D-8382 DEAE-cellulose, 
Sigma), joka tasapainotettiin pH 6,3:een. 
Eluaatti (3,5 ml) pipetoitiin varovasti 
ioninvaihtohartsiin ja annettiin imeytyä. 
Eluaatin imeydyttyä proteiineja eluoitiin 
Na-fosfaattipuskurilla ja kerättiin 1,5 
ml:n fraktioita. IgG-molekyyli tulee suo-
raan hartsin läpi, kun taas muut proteii-
nit tarttuvat hartsiin. Fraktioista mitat-
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tiin proteiinipitoisuus Bradfordin mene-
telmällä ja UV-absorptiolla aallonpituu-
della 280 nm. Fraktiot, joissa on suurin 
määrä proteiinia, yhdistettiin ja säilytet-
tiin - 20 ºC:ssa. 
2.2.2.2. Dotblot 
Dotblot-tekniikalla saadaan karkea arvio 
vasta-aineen toimivuudesta, spesifisyy-
destä ja herkkyydestä. Se on helppo ja 
yksinkertainen menetelmä, joten uuden 
vasta-aineen toimivuutta testattaessa 
kannattaa aloittaa dotblotista ja siirtyä 
ELISA:aan vasta, kun dotblot osoittaa 
vasta-aineen toimivuuden. Dotblot-tek-
niikassa antigeenia ja sille kemiallisesti 
läheisiä yhdisteitä imeytettiin kalvolle 
(PVDF nitroselluloosa tai suodatinpa-
peri (Tervakoski). Tämän jälkeen kalvo 
päällystettin (blokata) vasta-aineelle epä-
spesifisellä proteiinilla. Näin estettiin 
vasta-aineen epäspesifinen sitoutumi-
nen. Tämän jälkeen kalvo siirrettiin 
primaariseen vasta-aineliuokseen, jolloin 
vasta-aine tarttuu spesifisesti antigee-
niinsa. Vasta-aineen paikka kalvolla 
määritettiin toisella, sekundaarisella, vas-
ta-aineella, joka on tehty tunnistamaan 
kaikki vasta-aineet, jotka on valmistettu 
eläimessä, jossa primaarinen vasta-aine 
on valmistettu. Sekundaariseen vasta-
aineeseen on kiinnitetty entsyymi, joka 
muodostaa värittömästä substraatistaan 
värillisen tuotteen. 
Tässä työssä parhaimmaksi dot-
blot-menetelmäksi havaittiin seuraava. 
Antigeeni ja sen sukulaisyhdisteet liuo-
tettiin 0,06M Na-fosfaattipuskuriin, jos-
sa oli 0,15 M NaCl, pH 7,2, niin että 
loppupitoisuudeksi saatiin 1 mg/ml. 
Dimeeriset yhdisteet, mm. 5-5-dimeeri, 
liuotettiin 10 % DMSO:hon (dimetyyli-
sulfoksidi, Cat.:27,685-5, Aldrich), kos-
ka ko. yhdisteet ovat heikosti liukoisia 
veteen. DMSO liuottaa ainakin 100 
%:na nitroselluloosakalvon, 10 %:na 
kalvo muuttuu epätasaiseksi, joten 
DMSO:ta tulisi käyttää mahdollisimman 
laimeana. Testiaineita pipetoitiin kalvol-
le 15 ?l 5 ?l:n erissä. Kalvon annettiin 
kuivua vetokaapissa noin tunti. Kalvon 
kuivuttua, sitä huuhdeltiin TBST-
puskurissa (25 mM Tris-HCl, pH 7,4, 
200 mM NaCl, 0,05 % Tween20) 5 mi-
nuuttia. Huuhtelun jälkeen kalvoa kyl-
lästettiin tunti TBST-puskurissa, jossa 
oli 5 % rasvaton maitojauhe (Valio) ja 
0,02 % Na-atsidi. Kyllästysyhdisteinä 
kokeiltiin myös 5 ja 0,5 prosenttista gly-
siiniä, BSA:ta ja gelatiinia. Havaittiin, 
että ko. yhdisteet toimivat blokkaukses-
sa yhtä hyvin kuin 5 % maitojauhe. Kyl-
lästyksen jälkeen kalvoa huuhdeltiin 3 
kertaa 5 minuuttia TBST-puskurissa. 
Tämän jälkeen kalvo laitettiin primaari-
seen (anti-koniferiini) vasta-aineliuok-
seen. Puhdistamattoman seerumin to-
dettiin antavan varsin voimakkaan väri-
sen täplän 1/50-laimennoksella ja puh-
distetun vasta-aineen 1/20-laimennok-
sella. Tämän jälkeen kalvo pestiin 3 ker-
taa TBST-puskurissa, minkä jälkeen teh-
tiin vasta-aineleimaus sekundaarisella 
vasta-aineella. Vasta-aineina käytettiin 
piparjuuren peroksidaasiin (HRP, Hor-
seradish peroxidase, Sigma) (1:600-
laimennos) ja alkaliseen fosfataasiin 
(Anti-rabbit IgG (FC) AP Conjugate 
(S3701) Promega) (1:7200-laimennos) 
konjugoitua anti-kanivasta-ainetta. Kal-
voa haudottiin sekundaarisessa vasta-
aineessa 1 tunnista vuorokauteen, tulok-
sen juurikaan muuttumatta. Tämän jäl-
keen kalvoa pestiin 3 kertaa 5 minuuttia 
TBST-puskurissa.  
Käytettäessä HRP-detektiota kal-
vo siirrettiin 10 ml:aan 0,1 M Na-
asetaatti-puskuria, pH 5, jossa oli 10 
mM guaiakoli (50880, Fluka) ja 1 ?l 
H2O2:a. Tämän jälkeen odotettiin, kun-
nes täplien väri tuli tarpeeksi voimak-
kaaksi (noin 5 minuuttia). 
Käytettäessä alkaalista fosfataasia 
detektiossa kalvo laitettiin detektioliu-
okseen (NBT/BCIP tablets, Ref. 
11 697 471 001, saksa). Sininen täplä 
ilmaantui noin viiden minuutin kulues-
sa. Koska detektioliuos on valoherkkää, 
detektio suoritettiin pimeässä. Reaktio 
pysäytettiin inkuboimalla kalvoa pysäy-
tysliuoksessa (20 mM Tris-HCL, pH 
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8,0, 5 mM EDTA) 2 minuuttia, minkä 
jälkeen kalvoa pestiin vedessä ja annet-
tiin kuivua.  
Tässä työssä testattiin sekä 
PVDF- (Immun-BlotTM PVDF  Mem-
brane  for  protein  Blotting  0.2  ?m 162-
0177, BioRad) että nitroselluloosakal-
von (Trans-Blot® Transfer medium nit-
rocellulose 0.45 ?m, BioRad) soveltu-
vuutta dotblot-tekniikkaan. Lisäksi dot-
blotteja tehtiin käyttäen kalvona suoda-
tinpaperia (Tervakoski) (Luku 2.2.3.2). 
Nitroselluloosakalvon todettiin toimi-
van parhaiten. Syynä tähän on lähinnä 
se, että dotblotin teko yksinkertaistuu, 
koska nitroselluloosakalvoa ei, PVDF-
kalvon tapaan, tarvitse aktivoida me-
tanolissa ennen yhdisteiden imeyttämis-
tä. Alkaalinen fosfataasi -detektio-
menetelmä havaittiin kahdesta syystä 
paremmaksi: ensinnäkin täplän väri säi-
lyy pidempään ja toisaalta tulokset ovat 
toistettavampia. 
2.2.2.3. ELISA 
ELISA (Enzyme Linked Immun Sor-
bents Assay) antaa vasta-aineen spesifi-
syydestä paljon dotblot-tekniikkaa tar-
kemman kuvan. ELISA:ssa käytettiin 
96-kuoppalevyä. Antigeeni kiinnitettiin 
96-kuoppalevyn kuopan pohjalle. 
Kuoppa kyllästettiin rasvahappoja sisäl-
tämättömällä BSA:lla (A6003-25G Al-
bumin Bovine serum >96% Essentially 
Fatty Acid Free, Sigma-Aldrich), näin 
vältettään vasta-aineen epäspesifistä si-
toutumista. Kuoppiin lisättiin vasta-
ainetta ja kilpailevia antigeeneja. Vasta-
aine sitoutuu joko kuopan pohjalle kiin-
nitettyyn antigeeniin tai liuoksessa ole-
vaan kilpailevaan yhdisteeseen riippuen 
vasta-aineen spesifisyydestä. Kuopat 
pestiin karbonaattipuskurilla (50 mM 
karbonaatti/bikarbonaatti, pH 9,6), 
minkä jälkeen kuoppiin lisättiin sekun-
daarista vasta-ainetta, jonka tarkoitukse-
na on tunnistaa primaarinen vasta-aine. 
Sekundaariseen vasta-aineeseen, dot-
blot-tekniikan tapaan, on lisätty detek-
tiota varten värireaktion tuottava ent-
syymi. Värireaktioon osallistuvaa ent-
syymiä on värireaktion aikana vain kuo-
pan pohjalla antigeeniin sitoutuneena. 
Mitä enemmän kuopan pohjalla on ent-
syymiä, sitä voimakkaampi väri syntyy. 
Mitä heikommin vasta-aine sitoutuu 
liuoksessa kilpaileviin antigeeneihin, sitä 
enemmän sitä sitoutuu kuopan pohjalla 
olevaan antigeeniin. 
Tässä työssä käytetty ELISA-testi 
koostuu kahdesta osasta. Ensimmäises-
sä osassa, vasta-aineen ja antigeenin tit-
rauksessa, määritettiin kilpailukokeeseen 
parhaimmat antigeenin ja vasta-aineen 
pitoisuudet. Toisessa osassa, kilpailuko-
keessa, testattiin, kuinka spesifinen vas-
ta-aine on. ELISA suoritettiin 96-kuop-
palevyllä. Levyjä on useita erilaisia. So-
pivan levynvalinnassa antigeenin kemial-
lisella luonteella on suuri merkitys. Täs-
sä työssä antigeeni on fenolinen yhdiste, 
eikä proteiini, niin kuin yleensä, joten 
oikean 96-kuoppalevyn valinta tuotti 
vaikeuksia. Havaitsimme, että Nunc 
MaxiSorpTM -kuoppalevy (eBioscience) 
tuotti parhaimman tuloksen, mutta täs-
säkään tapauksessa antigeeni ei kiinnit-
tynyt kunnolla kuopan pohjalle, vaan 
kokeissa jouduttiin käyttämään BSA:han 
konjugoitua koniferiinia. 
Vasta-aineen ja antigeenin titrauk-
sessa antigeenista tehtiin 2x laimennos-
sarja vaakasuorassa järjestyksessä ja vas-
ta-aineesta pystysuorassa järjestyksessä. 
Ensimmäiseen vaakariviin lisättiin koni-
feriini-BSA-konjugaattia 10 ?g/ml kar-
bonaatti puskurissa (50 mM karbonaat-
ti/bikarbonaatti, pH 9,6). Seuraavassa 
rivissä koniferiini-BSA-konjugaatin pi-
toisuus puolittuu jne. Koniferiini-BSA-
konjugaatin annettiin sitoutua kuoppien 
pohjalle 3 tuntia huoneen lämmössä ja 
yön yli 4 °C:ssa. Kuopat kyllästettiin 3 
% BSA:ssa karbonaattipuskurissa (50 
mM karbonaatti/bikarbonaatti, pH 9,6) 
1 tunnin, minkä jälkeen ne pestiin TBS-
puskurissa (25 mM Tris-HCl, pH 7,4, 
200 mM NaCl). Ensimmäiseen 96-
kuoppalevyn pystysuoraan levyyn pipe-
toitiin puhdistettua vasta-ainetta 1/10-
laimennoksena eli 180 ?g/ml. Vasta-
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ainepitoisuus puolitettiin mentäessä seu-
raavaan pystysuoraan riviin. Vasta-
aineen annettiin sitoutua antigeeniinsa 1 
tunnin ajan, minkä jälkeen kuopat pes-
tiin TBS-puskurilla (25 mM Tris-HCl, 
pH 7,4, 200 mM NaCl) 3 kertaa. Kuop-
piin lisättiin 50 ?l anti-kani-alkaalinen 
fosfataasi -konjugaattia 1/7500-laimen-
noksena TBS-puskurissa ja haudottiin 
tunti. Tämän jälkeen kuopat pestiin 3 
kertaa 200 ?l:lla TBS-puskuria. Käytet-
täessä alkaalista fosfataasia detektiossa 
kuopat pestiin 200 ?l:lla 10 mM dieta-
nolamiini-puskurilla (Sigma), pH 9,6, 
jossa  oli  5  mM  MgCl2. Pesun jälkeen 
kuoppiin lisättiin 1 mg/ml PNPP:tä yl-
lämainitussa puskurissa. Haudottiin 
kunnes laimennossarjoihin tuli silmä-
määräisesti keltainen liuos voimakkaan 
keltaisesta heikkoon keltaiseen. Värire-
aktio pysäytettiin 50 ?l:lla 0,1 M ED-
TA:ta. Absorbanssi mitattiin aallonpi-
tuudella 405 nm. 
ELISA-titrauksen tarkoituksena 
on määrittää kyseisellä ELISA-
systeemillä parhaiten toimivat antigee-
nin ja vasta-aineen pitoisuudet. Paras 
vasta-ainepitoisuus kilpailukokeelle on, 
kun absorbanssi laskee lineaarisesti vä-
henevän antigeenipitoisuuden kanssa. 
Sopiva antigeenipitoisuus on se pitoi-
suus, jolloin absorbanssi alkaa laskea 
vasta-ainepitoisuuden laskiessa ja kun 
absorbanssi on korkeimmillaan lähellä 
arvoa 1. 
Kilpailukoe tehtiin titrauskokeen 
tulosten perusteella valituilla sopivilla 
antigeenin ja vasta-aineen pitoisuuksilla. 
96-kuoppalevy kyllästettiin sopivalla 
antigeenilaimennoksella karbonaattipus-
kurissa 3 tuntia huoneenlämmössä ja 
yön yli 4 °C:ssa. Kuopat kyllästettiin 
tämän jälkeen 3 %:lla (w/v) BSA:lla 
karbonaattipuskurissa. Kyllästyksen jäl-
keen kuopat pestiin 200 ?l:lla TBS-
puskuria. Tämän jälkeen 1. rivin kuop-
piin lisättiin 45 ?l TBS-puskuria ja 5 ?l 
10 mM kilpailijaa. Kilpailijoina tässä 
työssä käytettiin koniferyylialkoholia, 5-
5-dimeeriä, dibentsodioksosiinia ja 
BSA:ta. Kontrolleina käytettiin konife-
riinia ja TBS-puskuria. Dimeeriset malli-
aineet ovat usein huonosti liukenevia 
vesipohjaisiin puskureihin, joten 10 mM 
kantaliuokset laimennettiin dioksaaniin 
(Helsingin yliopisto, kemian laitos, Pirk-
ko Karhunen) ja kuoppiin lisättäessä 
dioksaanipitoisuus on 30 % ensimmäi-
sessä rivissä. 1. rivin kilpailijapitoisuus 
on siis 1 mM. Kilpailijoista tehtiin 10-
kertainen laimennossarja pystysuunnas-
sa, eli 2. rivin kilpailijapitoisuus on 0,1 
mM 3. rivin 0,01 mM jne. Tämän jäl-
keen kaikkiin kuoppiin lisättiin vielä tit-
rauksessa todettu sopiva laimennos vas-
ta-ainetta TBS-puskurissa, inkubointiai-
ka on 1 tunti. Vasta-ainereaktion jälkeen 
kuopat pestiin 3 kertaa 200?l:lla TBS-
puskuria, minkä jälkeen kuoppiin lisät-
tiin 50 ?l 1/7500-laimennosta sekun-
daarista vasta-ainetta, alkaalinen fosfa-
taasi-anti-kani-konjugaattia, ja haudot-
tiin tunti. Tämän jälkeen kuopat pestiin 
3 kertaa 200?l:lla TBS-puskuria. Detek-
tio tehtiin kuten titrauskokeessa. 
2.2.3. Elektronimikroskopia 
2.2.3.1. EM-leikkeiden valmistus 
EM-näytteitä valmistettiin kahdella eri 
fiksuusmenetelmällä: peilijäädytyksellä ja 
korkeapainejäädytyksellä. 
Peilijäädytyksessä kuusen varresta 
leikattiin mikrotomin terällä 1x1x0,5 
mm3 kokoisia näytepaloja. Näytepalat 
siirrettiin välittömästi Eppendorf-
putkeen 0,2 M sakkaroosiliuokseen. 
Putket laitettiin pyörittelijään 2 tunniksi. 
Näytepala sijoitettiin peilijäähdyttimen 
(Leica MM80, Leica Microsystem 
Gmbh, Austria) näytepidikkeeseen 0,5 
mm muovikiekon sisään parafilmille 
pienelle 0,2 M sakkaroosipisaralle. Näy-
te jäädytettiin pudottamalla näyttepidike 
nestemäisellä typellä jäähdytettylle kupa-
rilevylle. Näytettä jäädytettiin kuparile-
vyllä 30 sekuntia, minkä jälkeen näyte 
siirrettiin nestetypellä jäädytettyyn put-
keen odottamaan jatkotoimenpiteitä. 
Näytteet jäädytyskorvattiin 0,25 % glu-
taraldehydissa (glutaarihapon dialdehydi 
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COH(CH2)) asetonissa 4-5 päivää -80 
°C:ssa, minkä jälkeen näytteet siirrettiin 
2 tunniksi -20 °C:seen, 4 °C:seen 2 tun-
niksi ja edelleen 20 °C:seen 2 tunniksi. 
Jäädytyskorvauksen jälkeen näytteisiin 
imeytettiin hartsi (Technovit®, Electron 
Microscopy Science). Hartsin pitoisuut-
ta kasvatettiin vaiheittain, niin että hart-
sin pitoisuutta nostettiin 5-10 minuutin 
välein kunnes hartsin pitoisuus oli 10 % 
(v/v). Tämän jälkeen näytteet jätettiin 
pyörittelijään yön yli. Tämän jälkeen 
hartsin pitoisuutta kasvatettiin 4 tunnin 
välein seuraaviin pitoisuuksiin: 25 %, 50 
%,  75  %  ja  lopuksi  100  %.  Osa  jäädy-
tyskorvauksista suoritettiin automatisoi-
dulla jäädytyskorvauslaitteella (Leica 
AFS Freeze substitution unit, Leica 
Mikrosysteme Gmbh, Austria). 
Hartsin kovetuksen jälkeen näyt-
teistä leikattiin mikrotomilla (Leica EM 
Ultracut UC6i ultramicrotome, Leica 
Mikrosysteme Gmbh, Austria) ns. ”sil-
ver sectioneita” eli 50-80 nm:n paksuisia 
leikkeitä. 
Korkeapainekestävöinnissä (high 
pressure freezing) kuusen varresta lei-
kattiin ohuempia paloja (0,5x0,5x0,1 
mm3). Palat leikattiin tarkasti jällen ja 
puun vaihettumisvyöhykkeestä jättämät-
tä yhtään kuorta näytteisiin. Näytteet 
asetettiin korkeapainejäähdyttimen kul-
taisiin näyttepidikkeisiin. Kultaiset näy-
tepidikkeet ovat pyöreitä ja niiden kes-
kellä on yhden millimetrin halkaisijal-
taan oleva syvennys. Onnistuneen kor-
keapainejäädytyksen ja jäädytyskorvauk-
sen edellytyksenä on, että näyte mahtuu 
täysin näytepidikkeen syvennykseen. 
Korkeapainejäädytyksen jälkeen näyt-
teille tehtiin jäädytyskorvaus samalla 
tavalla kuin peilijäädytetyille näytteille. 
Korkeapainejäähdyttimenä käytettiin 
Leican EM Pact korkeapainejäähdytintä, 
(Leica Mikrosysteme Gmbh, Austria).  
Näytteitä tarkasteltiin Jeol 1200 
EX II (Jeol Ltd., Tokyo, Japan) läpäisy-
elektronimikroskoopilla. 
2.2.3.2. Antigeenin kestävöitymisen 
testaus 
Koska käyttämämme antigeeni on kool-
taan suhteellisen pieni, ja koska EM-
leikkeiden teossa kaikki solut eivät pysy 
ehjinä, vaan etenkin pitkittäisleikkeissä 
erilaistuvat putkisolut katkeavat, on 
mahdollista, että tässä työssä käyttä-
mämme antigeeni liukenee näytteistä 
pois näytteen valmistuksen aikana. An-
tigeenin pysyvyyttä testattiin dotblot-
tekniikalla. Antigeeni ja sen sukulaisai-
neet imeytettiin suodatinpaperille (Ter-
vakoski). Suodatinpaperit laitettiin nel-
jäksi viikoksi EM-näytteissä käytettä-
vään jäädytyskorvausliuokseen -80 
?C:seen. Suodatinpapereille tehtiin Dot-
blot-käsittelyt ym. tapaan. 
2.2.3.3. EM-leikkeiden immuno-
leimaus 
Immunoleimausta varten kullekin näy-
tesarjalle valmistettiin leimauskotelo 
näytepisaran haihtumisen ja hilan pö-
lyyntymisen estämiseksi. Neliönmuotoi-
nen noin 100 cm2 kokoinen petrimalja 
päällystettiin foliolla. Petrimaljan pohjal-
le laitettiin maljan kokoinen parafilmin 
pala, niin että suojapaperin puoleinen 
kalvon puoli on näytteitä kohti. Kaikki 
leimausvaiheen inkubaatiot suoritettiin 
100 ?l:n pisaroissa. 
Kaikki immunoleimaukseen käy-
tettävät reagenssit liuotettiin 10 mM 
Tris(2-amino-2-(hydroksimetyyli)-1,3 
propaanidioli)-HCl-puskuriin, pH 7,6. 
Leimaus aloitettiin kyllästämällä aldehy-
dit 10 mM Tris-HCl-puskurissa, pH 7,6, 
joka sisältää 15 mM glysiiniä (Blokkaus-
puskuri A) 20 minuuttia. Näytteitä 
huuhdeltiin neljä kertaa 10 mM Tris-
HCl-puskurissa, pH 7,6, minkä jälkeen 
näytteet kyllästettiin 10 mM Tris-HCl-
puskurissa, pH 7,6, joka sisälsi 0,5 M 
NaCl:a ja 5 % (w/v) rasvatonta maito-
jauhetta (Valio) (Blokkauspuskuri B) 40 
minuuttia. Toisen blokkauksen jälkeen 
näytteet leimattiin puhdistetulla anti-
koniferiini vasta-aineella kyllästyspusku-
ri B:ssä 3 tuntia huoneenlämmössä ja 
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yön  yli  kylmähuoneessa  4  ºC:ssa.  Lei-
mauksen jälkeen näytteet pestiin viisi 
kertaa  3  minuutin  ajan  10  mM  Tris-
HCl-puskurissa, pH 7,6, joka sisälsi 0,5 
M  NaCl:a  ja  sitten  kolme  kertaa  2  mi-
nuuttia 10 mM Tris-HCl-puskurissa, pH 
7,6. Tämän jälkeen näytteet siirrettiin 
liuokseen, joka sisälsi proteiini-A-
konjugoituja kultapartikkeleita 1/85-
laimennoksena 10 mM Tris-HCl-pus-
kurissa, pH 7,6, jossa maitojauhetta 5 % 
(w/v). Lopuksi näytteet pestiin 10 mM 
Tris-HCl-puskurissa, pH 7,6, neljä ker-
taa kaksi minuuttia ja sitten tislatussa 
vedessä kolme kertaa 1 minuuttia. Näyt-
teitä siirrettiin liuoksesta toiseen hopea-
langasta tehdyllä silmukalla, jonka hal-
kaisija oli 3 mm. Menetelmä perustuu 
Kukkola ym. (2003) käyttämään mene-
telmään. 
2.2.4. Konfokaalimikroskopia 
2.2.4.1. Kuusen solukkoviljelmän 
immunoleimaus 
Kuusen solukkoviljelmän immuno-
leimausmenetelmä koostuu kahdesta 
osasta: ensimmäisessä vaiheessa solujen 
vasta-ainevastaanottavuutta kasvatetaan 
poistamalla soluista soluseinä entsyymi-
käsittelyllä, toisessa vaiheessa solut lei-
mataan vasta-aineella. 
Tässä työssä selvitettiin, kuinka 
solujen koniferiinipitoisuus ja paikallis-
tuminen eroavat ylläpitoalustalla ja lig-
niinintuottoalustalla kasvatetuissa 
A3/85-soluissa. Solujen soluseinät hajo-
tettiin käyttämällä kahta entsyymiä 0,5 
% Sellulaasi R-10 (Yakult Pharmaceuri-
cal  IND.  Co.  LTD.,  Japani)  ja  0,2  %  
Mazerozymiä® R-10 (Yakult Pharma-
ceurical IND. Co. LTD., Japani). Ent-
syymit liuotettiin joko 2A-nestealustalle 
(ylläpito) tai 5’-alustalle (ligniinin induk-
tio), osmotikumina käytettiin 0,5 M 
mannitolia. Entsyymien annettiin liueta 
kasvatusalustaan noin puolituntia, min-
kä jälkeen liuos steriilisuodatettiin pet-
rimaljalle. 1 g kohti soluja käytettiin 10 
ml entsyymiliuosta. Solujen soluseinien 
annettiin hajota noin 16 tuntia huoneen-
lämmössä pimeässä, minkä jälkeen pro-
toplastit puhdistettiin. 
Soluseinän entsymaattisen hajo-
tuksen jälkeen soluja heilutettiin kevyes-
ti petrimaljalla, minkä jälkeen solusus-
pensio suodatettiin 70-100 ?m verkon 
läpi 50 ml:n Sarstedt-putkeen. Suodosta 
lingottiin (Eppendorf centrifuge 5810R, 
saksa) 10 minuuttia huoneenlämmössä 
50xg:ssa, kiihtyvyys parametrina oli 4 ja 
hidastuvuusparametrina oli 2. Sakan 
yläpuolinen neste (supernatantti) pois-
tettiin ja solusakka sekoitettiin varovasti 
2-3 ml:aan kasvatusalustaa, jossa oli 50 
% PercollTM-seos (Ge Healthcare Bio-
Sciences, Ruotsi). Protoplastisuspensio 
pipetoitiin 15 ml:n Sarstedt-putken poh-
jalle, 20-prosenttisen percollTM-seoksen 
alle, jota oli 8 ml. Päällimmäiseksi lisät-
tiin vielä 1 ml kasvatusalustaa. Proto-
plasteja lingottiin 10 min., 200xg, kiihty-
vyysparametrina oli 4 ja hidastuspara-
metrina oli 0). Kunnolliset protoplastit 
liikkuvat linkoamisen aikana 20 % per-
collTM-seoksen yläpinnalle, josta ne pipe-
toidaan puhtaaseen 15 ml:n Sarstedt-
putkeen. Protoplastit laimennettiin 10 
ml:ksi kasvatusalustaan. jonka jälkeen 
niitä lingottiin 10 min. huoneenlämmös-
sä 100xg:ssa kiihtyvyysparametrina oli 4 
ja hidastuvuusparametrina oli 2. Proto-
plastisakka pestiin 10 ml:ssa kasva-
tusalustaa ja lingottiin kuten edellisessä 
vaiheessa. Puhdistetut protoplastit las-
kettiin ja laimennettiin sopivaan pitoi-
suuteen. 
Protoplastien immunoleimaus ta-
pahtui Briére ym. (2004) mukaan. Puh-
distetut protoplastit sekoitettiin 1-
prosenttiseen huoneen lämpöiseen aga-
roosi-liuokseen (Agarose, type IX-A, 
A2576-5G, Sigma-Aldrich, USA), lopul-
linen protoplastimäärä oli 100 000/ml. 
Protoplastisuspensiota pipetoitiin noin 
20 ?l objektilasille ja lasia pyöräytettiin 
tasonsuuntaisesti niin, että suspensiosta 
muodostui ohut, noin 1 cm halkaisijal-
taan oleva, levy. Objektilasi vietiin 4 
?C:seen noin 20 minuutiksi tai kunnes 
agaroosi oli jähmettynyt. 
2. Aineisto ja menetelmät| Monolignolien kuljetusmekanismitxxxxx|x41 
 
 
Agaroosin jähmetyttyä aloitettiin 
vasta-ainekäsittelyt. Kaikkia eri käsittely-
liuoksia pipetoitiin agaroosilevylle 100 
?l,  ellei  toisin  ole  mainittu.  Aluksi  pro-
toplasteja haudottiin vasta-aineliuok-
sessa (1/50-laimennos puhdistamatto-
masta anti-koniferiinista ja laimentama-
ton JIM84) 3 tuntia. Protoplastit huuh-
deltiin (1 ml) puhtaalla kasvatusalustalla 
5 minuutin ajan. Tämän jälkeen proto-
plasteja kestävöitiin (fiksata) 1 tunnin 
ajan huoneenlämmössä (2 % parafor-
maldehydi (Sigma-Aldrich), 0,03% glu-
taraldehydi (Fluka,), 50 mM Pipes (pipe-
ratsiini), 5 mM EGTA, 5 mM MgSO4 ja 
0,08 % Triton X-100). Kestävöinnin 
jälkeen protoplasteja pestiin 3 kertaa 
pipes-puskurissa (50 mM Pipes, 5 mM 
EGTA, 5 mM MgSO4 ja 0,08 % Triton 
X-100) ja haudottiin 10 minuuttia 10 
mM PBS-puskurissa, jossa oli 1 mg/ml 
natriumborohydridisyanidia 
(NaBH3CN) (Aldrich). Protoplastit 
huuhdeltiin TBS-Mg2+-puskurissa (20 
mM TRIS, 30 mM MgCl2) ja tämän jäl-
keen TBS-BSA-puskurissa (20 mM 
TRIS, 150 mM NaCl, 1 mg/ml BSA). 
Tämän jälkeen protoplasteja haudottiin 
huoneen lämmössä 2 tuntia sekundaari-
sessa vasta-aineessa (taulukko 2). Lo-
puksi protoplasteja huuhdeltiin 3 kertaa 
10 minuuttia TBS-BSA-puskurissa. 
Protoplasteja tarkasteltiin konfo-
kaalimikroskoopilla (Leica TCS SP2 
AOBS ja Leica  TCS  SP5).  Alexa  Fluor  
633 -vasta-ainetta herätettiin (eksitoida) 
HeNe 633 -laserilla, Alexa Fluor 350 -
vasta-ainetta Argon 351 –laserilla. Klo-
roplastien autofluoresenssia arvioitiin 
herättämällä soluja aallonpituudella 476 
nm. Lasereiden teho oli 20 %. Edellä 
mainittujen fluoroforien lähetevaloa 
(emissio) mitattiin aallonpituusalueella 
640-670 nm, 440-470 nm. Pinholen ar-
vo noin 50 ?m, käytetty objektiivi 20x 
glyserolilinssi, tyyppi HC PLAPO. 
Taulukko 3: työssä käytetyt vasta-aineet ja niiden tiedot 
Nimi Vasta-ainetyyppi Antigeeni Alkuperä Laimennos sekundaarinen 
vasta-aine 
Anti-
koniferiini 
Polykonaalinen(Kani) Koniferiini Helsingin yliopis-
to (Suomi) 
1/50 Alexafluor 633 (Invi-
trogen USA) 
JIM84 Monoklonaalinen (rotta) IgM Polysakkaridi CarboSource 
(USA) 
Laimentamaton Alexafluor 350 Invi-
trogen, USA 
 
2.2.4.2. Lituruohon immunoleimaus 
Lituruohon immunoleimaus tehtiin mu-
kaillen Müllerin ym. (1998) ja Hemmin 
ym. 2004 käyttämiä menetelmiä. Litu-
ruohon (A. thaliana, var. Columbia) sie-
meniä pintasteriloitiin 70 %:ssa etanolis-
sa (C2H5OH) 3 minuuttia. Siemeniä 
huuhdeltiin useita kertoja steriilissä tisla-
tussa vedessä. Siemeniä idätettiin DMS-
alustalla 4 päivää 21 ?C:ssa jatkuvassa 
valossa (110-160 ?M/ms). 
Taimet laitettiin kokonaisina 96-
kuoppalevyn kuoppiin, joissa varsinaiset 
käsittelyt tapahtuivat. Jokaista käsittelyä 
kohti käytettiin noin 10 tainta. Aluksi 
taimia haudottiin tyhjiössä 1 tunnin ajan 
liuos  a:ssa  (MTSB:  50  mM  PIPES,  5  
mM  EGTA,  5  mM  MgSO4, pH 7,4). 
Taimia pestiin 3 kertaa 15 minuuttia 
liuos b:ssä (MTSB, 0,1 % Triton X-
100). Taimia haudottiin 15-30 minuuttia 
liuos d:ssä (MTSB, 2 % Drisellaasi). 
Taimet pestiin 3 kertaa liuos a:ssa. Tai-
met tehtiin tämän jälkeen läpäiseviksi 
vasta-aineille hautomalla niitä liuos e:ssä 
(MTSB, 0,5 % Nonidet P-40, 10 % 
DMSO). Taimet pestiin 3 kertaa liuos 
a:ssa, jonka jälkeen taimia haudottiin 
liuos f:ssä (MTSB, 3 % BSA). Taimet 
leimattiin primaarisella vasta-aineella, 
anti-koniferiinilla (1/50-laimennos), liu-
os f:ssä. Ensimmäisen vasta-aine-
leimauksen jälkeen taimet pestiin 3 ker-
taa 5 minuuttia liuos a:ssa, minkä jäl-
keen niitä leimattiin sekundaarisella vas-
ta-aineella (Alexa Fluor 633) (1/700-
laimennos) 1-2 tuntia liuos f:ssä. Lopuk-
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si taimet pestiin 2 kertaa tislatulla vedel-
lä. Taimia tarkasteltiin Leica TCS SP 5 –
konfokaalimikroskoopilla. Alexa Fluor 
633 -fluoroforia herätettiin (eksitoitiin) 
aallonpituudella  633  nm  (HeNe  633  -
laser), lähetettä mitattiin aallonpituus-
alueella 569-596 nm. Kloroplastien au-
tofluoresenssia mitattiin herättämällä 
taimia aallonpituudella 561 nm (Lime-
laser) ja lähetettä mitattiin aallonpituus-
alueella 640-723 nm. 
2.2.5. ABC-transporttereiden inhibii-
tio 
ABC-transporttereiden osallisuutta mo-
nolignoleiden kuljetukseen selvitettiin 
kuusen A3/85-solukkolinjalla. Ylläpito-
alustalla (2-N-alusta) kasvatetut solut 
siirrettiin vuorokaudeksi ligniinin tuot-
toalustalle (5’-alusta). Kokeen alussa 
solujen kasvatusastioihin lisättiin radio-
aktiivisesti leimattua glukoosia. Radioak-
tiivisesti leimatun glukoosin ottoa solui-
hin mitattiin nestetuikelaskimella kasva-
tusliuoksesta. Solujen erittämien yhdis-
teiden eritystä seurattiin ohutlevykroma-
tografian ja autoradiografian avulla. 
2.2.5.1. Solukon valinta ja kasvatus 
Työhön valittiin aktiivisessa kasvunvai-
heessa olevia solukkopaloja, jotka olivat 
väriltään tasaisen kirkkaan vihreitä. 100 
ml:n steriiliin Erlermeyer-pulloon mitat-
tiin 50 ml 5’-alustaa, jossa puskurina oli 
0,01 M tartraatti, pH 4,5 ja sakkaroosia 
poikkeuksellisesti 0,1 %. Normaalisti 
induktioalustassa käytetty sakkaroosipi-
toisuus (2 %) on havaittu liian suureksi, 
jotta solut ottaisivat tehokkaasti sisäänsä 
radioaktiivisesti leimattua glukoosia. 
Pulloon lisättiin soluja noin 2 g. A3/85-
solukkolinjan solut muodostavat usein 
monien solujen rykelmiä, mikä tämän 
työn kannalta on haitallista. Solumassas-
ta pyrittiin saamaan tasalaatuista heilut-
tamalla pulloa kevyesti. Edellä valmiste-
tusta suspensioviljelmästä solususpen-
siota pipetoitiin 700 ?l varsinaisiin, noin 
2 ml:n kirkkaisiin lasisiin sylinterin mal-
lisiin, näytepulloihin. Kokeen onnistu-
misen kannalta on tärkeää, että soluja 
on kokeen kaikissa näytteissä saman 
verran. Tämä varmistettiin siten, että 
ennen suspension pipetoimista näyte-
pulloihin solukkoviljelmäpulloa heilutet-
tiin tason myötäisesti niin, että suspen-
sio oli mahdollisimman homogeenista. 
Suspensiota pipetoitiin katkaistulla 1000 
?l kärjellä nopeasti heiluttamisen aikana. 
Suspensioviljelmän aloituksen jälkeen 
näytepullot suljettiin alumiinifoliolla ja 
vietiin kasvatuskaappiin tasosekoittajaan 
(100 rpm, fotoni-intensiteetti 40 
?mol/s-1.m-2., 25 ?C) yhdeksi vuorokau-
deksi. Yhden vuorokauden esikasvatus 
suoritettiin sen takia, että kasvit toipui-
sivat nesteviljelmään siirtämisen aiheut-
tamasta stressistä. 
2.2.5.2. Kokeen suoritus 
Seuraavana päivänä koe aloitettiin li-
säämällä jokaiseen suspensioviljelmän 
näytepulloon 0,5 MBq:n annos radioak-
tiivisesti leimattua glukoosia (D-[U-14C]-
glukoosi, GE Healthcare). Ennen radio-
aktiivisesti leimatun glukoosin lisäystä 
näytteisiin, se on konsentroitava pyörö-
haihduttimella (SpeedVac), jotta lisättä-
vä nestetilavuus olisi mahdollisimman 
pieni (20 ?l). Kokeen kestoaika on 6 
tuntia. Ajanhetkellä 0 minuuttia näyte-
pulloihin lisättiin kuhunkin radioaktiivi-
sesti leimattu glukoosi. Mahdollinen 
inhibiittori lisättiin vasta ajanhetkellä 
180-200 minuuttia, jotta nähtiin, kuinka 
solut käyttäytyvät ennen inhibiittorin 
lisäystä. Tässä työssä selvitettiin kahden 
inhibiittorin, Reversin 121:den (Sigma-
Aldrich) ja vanadaatin, sekä vetyperok-
sidin poiston vaikutusta kasvatusalus-
taan eritettyjen ligniinin esiasteiden tuo-
tantoon. Vetyperoksi poistettiin kasva-
tusalustasta lisäämällä kasvatusalustaan 
KI, niin että lopulliseksi pitoisuudeksi 
tulee 0,005 mol/l (Nose ym.1995). KI 
lisättiin kasvatusalustaan samaan aikaan 
kun suspensioviljelmät aloitettiin. Lei-
maus suoritettiin vetokaapissa. Näyte-
pullot olivat koko ajan tasosekoittajassa 
2. Aineisto ja menetelmät| Monolignolien kuljetusmekanismitxxxxx|x43 
 
 
(100 rpm). Näytepulloista otettiin kahta 
eri näytesarjaa: 5 ?l näytteitä otettiin 
glukoosin sisäänoton mittausta varten ja 
lisäksi otettiin 90–100 ?l näytteitä, joista 
tutkittiin solujen erittämiä yhdisteitä. 
Jälkimmäisissä näytteissä on tärkeää pi-
tää solujen määrän suhde nestetilavuu-
teen tasaisena, joten näytteitä otettaessa 
on otettava mukaan myös soluja. Soluja 
sisältävä eritysnäyte suodatettiin nailon-
kankaan läpi. Pieni pala nailonkangasta 
oli työnnetty 200 ?l pipetinkärkeen, pi-
petinkärki jossa eritysnäyte oli, painet-
tiin ilmatiiviisti suodatinpipetinkärkeen 
kiinni ja näyte pipetoitiin nailonkankaan 
läpi 1,5 ml Eppendorf-putkeen. 
2.2.5.3. Solujen erittämien yhdistei-
den mittaus ja analysointi 
Glukoosin sisäänottoa mitattiin ajanhet-
killä 0, 90, 180, 200, 260 ja 340 minuut-
tia. Otettu kasvatusalustanäyte laimen-
nettiin 1 ml:ksi veteen nestetuikepul-
loon, jonka jälkeen pulloon lisättiin 10 
ml tuikenestettä (aquous HiSafef3). Ra-
dioaktiivisuus mitattiin Wallacin 141 
WinSpectral ?/? -nestetuikelaskimella 
(Wallac). 
Eritysnäytteitä otettiin yhteensä 
kuusi seuraavina aikoina: 30, 80, 180, 
210, 270 ja 360 minuuttia radioaktiivisen 
glukoosin lisäyksen jälkeen. Eritysnäy-
tettä pipetoitiin ohutlevylle (Merck sili-
cagel 60 F254, 0.2 mm) 2,5 ?l erissä yh-
teensä 15–20 ?l. Lisäksi ohutlevylle pi-
petoitiin radioaktiiviset glukoosistan-
dardit, joiden avulla voitiin määrittää 
kvantitatiivisesti eri näytetäplien radio-
aktiivisuus. Glukoosistandardeja varten 
radioaktiivisesti leimattua glukoosia lai-
mennettiin kolmeen eri aktiivisuuteen. 
Parhaiksi aktiivisuuksiksi tämän työn 
kannalta havaittiin 0,5, 2 ja 20 Bq. 
Ennen radioaktiivisten näytteiden 
ohutlevyajoa testasimme radioaktiivises-
ti leimaamattomilla monolignoleilla ja 
glukoosilla eri ajoliuossysteemeitä. Sopi-
vaksi ajoliuossysteemiksi osoittautui 
Freudenbergin & Harlinin (1963) artik-
kelissa esitelty asetoni:etyyliasetaat:tives-
iajoliuossysteemi (10:10:1), jossa gly-
kosyloidut ja glykosyloimattomat mono-
lignolit saadaan erilleen (ajoaika noin100 
min.). Taulukossa 4 on esitetty tässä ajo-
liuossysteemissä ajettujen monolignolei-
den  Rf-arvot. Toinen käytetty ajoliuos-
systeemi on bentseeni:etikkahappo (9:1) 
(Fry 2000) (ajoaika 1 h 40 min.) (tauluk-
ko5). Ensimmäisen ajoliuossysteemin 
ongelmana on glukoosin liikkuminen ja 
korkea tausta. Tämä aiheuttaa virhettä 
standardisuoran laatimisessa. Myöhem-
mässä ajoliuossysteemissä glukoosi ei 
merkittävissä määrin liiku, joten glukoo-
si näkyy valotetussa fosfoimaginerlevys-
sä selvänä, helposti analysoitavissa ole-
vana, pisteenä. TLC-levyt ajettiin UV-
valossa (366 nm), koska ko. monoligno-
lit esiintyvät cis-trans-isomeeriseoksina, ja 
näin ollen niiden Rf-arvot eroavat toisis-
taan. Ohutlevyn ajo UV-valossa aiheut-
taa cis?trans isomerisaatiota, jolloin yh-
destä yhdisteestä saatiin näkyviin vain 
yksi täplä (Fry 2000). 
Taulukko 4. Monolignoleiden ja glukoosin Rf-
arvot asetoni:etyyliasetaat:tivesi-ajoliuossystee-
missä 10:10:1. (Freudenberg & Harlin 1961) 
Yhdiste Rf-arvo 
Koniferiini 0,35 
Koniferyylialkoholi 0,79 
p-Kumaryylialkoholi 0,81 
Pinoresinoli 0,83 
Glukoosi 0,006 
Syringiini 0,24 (Freudenbergin & Harlin 
1951 
p-Kumaryylialkoholi glykosidi 0,42 (Freudenbergin & Harlin 
1951) 
Taulukko 5. Eräiden monolignolien Rf-arvoja 
bentseeni:etikkahappo-ajoliuossysteemissä (9:1) 
(Fry 2001) 
Yhdiste Rf-arvo 
Kumarialkoholi 0,11 
Koniferyylialkoholi 0,21 
P-kumarihappo 0,25 
Ferulihappo 0,47 
Ajetut ohutlevyt analysoitiin valottamal-
la fosfoimaginerlaitteen (BAS-1500 
Bioimaging Analyser, Fuji) fosfoima-
ginerlevy TLC-levyllä (valotusaika 1-4 
viikkoa). Valotuksen jälkeen fosfoima-
ginerlevy kuvaluettiin Bioimaging Ana-
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lyser –laitteella. Kuvaa käsiteltiin Tina 
2.0 tietokoneohjelmalla. 
Tässä työssä on kiinnostuttu erit-
tyvien monolignolien radioaktiivisuuden 
muuttumisesta ajan funktiona. Jotta ku-
valuetusta fosfoimaginerlevystä voidaan 
määrittää absoluuttiset radioaktiivisuu-
det Tina–ohjelmalla, joudutaan teke-
mään standardisuora tunnettujen glu-
koosistandardien aktiivisuuksien perus-
teella. Radioaktiivinen leima näkyy Tina-
ohjelmassa tummana pisteenä valkoisel-
la taustalla (kuvat 22 ja 23). Tumman 
täplän alue määritettiin piirtämällä neli-
ön muotoinen alue, jonka jälkeen Tina 
ilmoittaa, kuinka paljon aktiivisuutta 
kyseiseen alueeseen sisältyy. 
2.2.5.4. Solujen elävyyden testaus 
Kokeissa käytetyt inhibiittorit voivat 
vaikuttaa solujen elävyyteen. Solujen 
elävyyttä testattiin Evans blue menetel-
mällä (Baker & Mock, 1994). Elävyys-
testin solujen valinta ja alkukäsittely ta-
pahtui kohdan 2.2.5.1. mukaisesti. Ko-
keen alussa solukkoviljelmänäytteisiin 
lisättiin inhibiittoria, niin että viljelmän 
lopullinen pitoisuus vastasi varsinaisissa 
inhibiitiokokeissa käytettyjä pitoisuuk-
sia. Näytteitä (100?l) otettiin ajanhetkillä 
0, 30, 90 ja 180 min. Näyte pipetoitiin 
Eppendorf-putkeen ja solujen annettiin 
laskeutua putken pohjalle noin 2 minuu-
tin ajan. Kasvatusliuos pipetoitiin pois ja 
solujen päälle lisättiin 200 ?l 0,25 % 
Evans blue:ta (vedessä). Näyteputket 
laitettiin 5 minuutiksi kevyeen sekoituk-
seen. Värjäyksen jälkeen soluja huuhdel-
tiin tislatulla vedellä 3-6 kertaa 1,5 ml, 
tai kunnes vesi ei enää värjäytynyt sini-
seksi. Soluja tarkasteltiin valomikro-
skoopilla. Solut joiden solukalvo on vi-
allinen, ottavat väriä sisäänsä. 
2.2.6.Koniferiini ?-glukosidaasin ak-
tiivisuuden määritys 
Koniferiini-?-glukosidaasiaktiivisuus 
määritettiin konsentroidusta A3/85-
solujen kasvatusalustasta Dharmaward-
hanan ym. (1995) mukaan. Konsentroi-
tu kasvatusalusta (säilytys -80 °:ssa) sula-
tettiin nopeasti noin 40 °C:ssa vedessä, 
minkä jälkeen alusta siirrettiin jäähau-
teelle. Työn tarkoituksena on määrittää 
mahdollisen koniferiini-?-glukosidaasi-
inhibiittorin, glukonolaltonin, vaikutus 
koniferiini ?-glukosidaasin aktiivisuu-
teen. Työssä käytettiin kahta puskuria: 
puskuri  A  (86  mM  MES,  pH  5,5)  ja  
puskuri B (0,5 M 3-(sykloheksyyliami-
no)-1-propnaanisulfonihappo, pH 10,5) 
ja kolmea inhibiittoripitoisuutta 0,1 mM, 
1 mM a 5 mM. Koniferiinipitoisuutena 
käytettiin 0,5 mM. Kokeessa tehtiin 
kaksi kontrollinäytettä: nollaliuos ja ent-
syymikontrolli ja 3 varsinaista näytettä 
yksi kutakin inhibiittoripitoisuutta. Re-
aktioseokset ovat seuraavat: 
Nollaliuos: 
290 ?l puskuri A 
85 ?l koniferiinikantaliuos (2,92 mM) 
125?l vesi 
Entsyymikontrolli: 
290 ?l puskuri A 
110 ?l vesi 
100 ?l kasvatusalusta 
Varsinainen näyte 
290 ?l puskuri A 
85 ?l koniferiinikantaliuos (2,92 mM) 
25 ?l vettä tai inhibiittoria (20x kantaliu-
os) 
100 ?l kasvatusalustanäytettä 
Reaktio alkaa, kun näyteseokseen lisät-
tiin kasvatusalustanäyte. Reaktioaika on 
30 minuuttia, reaktiolämpötilana käytet-
tiin 30 °C:ta. Reaktio pysäytettiin lisää-
mällä reaktioseokseen 500 ?l puskuria 
B. Muodostuneen koniferiinialkoholin 
pitoisuus mitattiin spektrofotometrisesti 
aallonpituudella ?=325 nm, koniferyyli-
alkoholin molaarinen absorptiviteetti 
tällä aallonpituudella on 7,0 mM-1cm-1.
 3. TULOKSET 
3.1. ANTI-KONIFERIININ 
KARAKTERISOINTI 
3.1.1. Koniferiinin sitoutumistehok-
kuus BSA:han 
Koniferiinin absorbanssi mitattiin Agi-
lentin spektrofotometrilla. Liuoksen 
koniferiinipitoisuus oli 0,02 mg/ml eli 
5,8x10-8 mol/l, ks. Kuva 7A Konife-
riinilla on kaksi selvää absorptiomaksi-
mia, ensimmäinen 203 nm. ja toinen 
258 nm. Käyttämällä yhtälöä 1., jossa A 
on absorbanssi, ? on molaarinen ab-
sorptiviteetti, c on pitoisuus ja l kyvetin 
nestekammion pituus, saadaan konife-
riinin molaarikseksi absorbanssiksi aal-
lonpituudella 258nm 0,33/5,8x10-8x1cm 
=5,69x106 M-1(cm)-1 
1. A=?cl 
Kuvassa 7B nähdään supercarrierin ab-
sorptiospektri ja huomataan, että super-
carrierilla on yksi selvä absorptiomaksi-
mi ja se menee päällekkäin koniferiinin 
absorptiomaksimin kanssa 
Kuvassa 7C nähdään Koniferiini-
supercarrier-konjugaatin absorptiospek-
tri. Eroa konjugoimattoman supercar-
rierin spektriin ei juuri ole, mutta voi-
daan kuitenkin havaita, että koniferiini-
Super-carrier-konjugaatissa ei näy toista 
piikkiä 280 nm. kohdalla, tämä johtunee 
siitä, että konjugoitunut koniferiini ab-
sorboi voimakkaasti aallonpituudella 
258, tämä absorptio on myös nähtävissä 
Kuvassa 7C. 
Kuvassa 7D koniferiini-supercar-
rierin absorptiospektri on mitattu super-
carrierin absorptiospektriä vastaan. Ko-
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niferiini-BSA-konjugaatin absorbanssi 
aallonpituudella 258 on A258=0,023, jo-
ten koniferiinin pitoisuus on 
C(koniferiini)=0,023/5,69x106 M-
1cm-1x1cm=4,042x10-9 mol/l eli 
1,38x10-6 g/l eli 1,38 x10-3??g/ml. Kon-
jugaatiotehokkuus on 1,38x10-3? ?g/ml 
/550 ?g/ml=2,5x10-7?g/?g eli yhteen 
?g proteiinia sitoutui 2,5x10-7??g konife-
riinia Konjugaatiotapahtumassa 2 mg 
koniferiinia lisättiin 2 mg supercarrieria 
kohti, joten vain 1,25x10-6 % konife-
riinista sitoutui konjugaatiotapahtumas-
sa. 
Tulos ei kuitenkaan ole luotettava. 
Suurin virhelähde on mittaustarkkuu-
dessa. Koniferiini-BSA-konjugaattiliu-
oksen proteiinipitoisuus mitattiin Brad-
fordin menetelmällä, tätä tulosta käyttä-
en supercarrierproteiinista tehtiin kanta-
liuos, josta edelleen määritettiin prote-
iinipitoisuus ja tämän tuloksen perus-
teella kantaliuoksesta tehtiin laimennos, 
jonka proteiinipitoisuus oli sama kuin 
koniferiini-BSA-konjugaattiliuoksessa. 
Bradfordin menetelmällä ei saada tark-
kaa proteiinipitoisuutta vaan pelkästään 
jonkinlainen arvio. Ja koska BSA:n ja 
koniferiinin absorptiomaksimit ja ylipää-
tään absorptio menevät päällekkäin täy-
tyisi koniferiini-BSA-konjugaatin ja puh-
taan BSA:n sisältää tarkalleen yhtäläinen 
määrä proteiinia, jotta tulos voisi olla 
luotettava. Koniferiini ei ole sopiva yh-
diste konjugoitavaksi Mannichin reakti-
olla BSA:han (professori Ilkka Kilpeläi-
sen henkilökohtainen tiedonanto), joten 
kovin suurta sitoutumistehokkuutta ko-
niferiinilla on mahdotonta saada. 
 
Kuva 7. A ’Koniferiinin absorptiospektri’, B ’Supercarrierin absorptiospektri’ C ’Koniferiini-BSA- konju-
gaatin absorptiospektri’ ja D ’Koniferiini-BSA-konjugaatin absorptiospektri supercarrierin absorptiospekt-
riä vastaan’. 
3.1.2. DotBlot 
Puhdistamattoman seerumin havaittiin 
tunnistavan koniferiinin lisäksi myös 
koniferyylialkoholin ja 5-5-dimeerin ko-
niferiinin määrän ollessa 15 ?g. Konife-
riini leimautui kuitenkin muita aineita 
tehokkaammin. Testiaineiden määrän 
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pienetessä 1,5 ?g ainoastaan koniferiini 
tunnistettiin. Em. yhdisteiden lisäksi 
seerumi tunnistaa koniferiinin konju-
goinnissa käytetyn supercarrierproteii-
nin ja BSA:n (kuva 8). 
 
Kuva 8. Vasta-aineen spesifisyys Dotblot-testillä 
määriteltynä. Jokaista testiainetta pipetoitiin 
kalvolle lukusuunnassa pitoisuudet 15 ?g, 1,5 
?g, 0,15 ?g ja 0,015 ?g. 1-4 ’koniferiini’, 5-8 
’koniferyylialkoholi’, 9-12 ’5-5-dimeeri’, 13-16 
’dibentsodioksosiini’, 17 ’kalvolle imeytetty anti-
koniferiini’ 
Vasta-aineen puhdistuksessa anti-
koniferiinin spesifisyys parani. Muiden 
testiaineiden ei enää havaittu aiheutta-
van vasta-ainereaktiota (kuva 9). 
 
Kuva 9. Dotblot-testi puhdistetulla vasta-
aineella. 1. koniferiini (15 ?g), 2. koniferyylial-
koholi (15 ?g). 
Koska monissa immunoleimauskokeissa 
näytteiden valmistuksessa kyllästyksessä 
käytetään BSA-liuosta ja koska seerumi 
tunnistaa myös BSA-molekyylin, päätet-
tiin testata muiden yleisten kyllästysliu-
osten toimivuutta. Havaittiin, ettei kyl-
lästäminen vaikuttanut juurikaan epä-
spesifisen leimautumisen syntymiseen 
käytettäessä detektiossa alkalista fosfa-
taasia. Toisaalta BSA-molekyylin vasta-
aine-antigeeni-tunnistuksessa dotblot-
kalvolla kyllästämisessä käytettävällä 
yhdisteellä oli suuri merkitys. Seerumi 
tunnistaa BSA:n, kun kalvoa ei kylläste-
tä, tai kun kyllästämisessä käytetään 0,5-
5 % glysiiniä tai gelatiinia, mutta kun 
kyllästämisessä käytetään rasvatonta 
maitojauhetta tai BSA:ta, kalvolla olevaa 
BSA-pistettä ei tunnisteta. 
3.1.3. ELISA 
ELISA-titraus varmisti anti-koniferiinin 
tunnistavan koniferiinin. Laskeva koni-
feriinipitoisuus aiheutti absorbanssin 
laskua tietyllä alueella lineaarisesti (kuva 
10). Kuvasta 10 nähdään, että absor-
banssi laskee lineaarisesti, kun anti-
koniferiinista käytetään 1/320-laimen-
nosta. Kilpailukokeeseen valitaan tämä 
anti-koniferiinilaimennos. Koniferiini-
BSA-konjugaatista valitaan laimennos 
alueelta, jossa absorbanssin lasku on 
lineaarista, kuvan 10 perusteella konju-
gaatin määrän ollessa 5 ?g. 
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Kuva 10. ELISA-titraus 
Kilpailu-ELISA:n tulokset osoittavat 
puhdistetun anti-koniferiinin tunnista-
van sekä koniferiinia että koniferyylial-
koholia, mutta herkkyys koniferiinia 
kohtaan on selvästi koniferyylialkoholia 
korkeampi (kuva 11). 
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Kuva 11. Kilpailu-ELISA 
BSA-kyllästämisen havaittiin olevan tär-
keää ELISA testin onnistumisen kannal-
48x|xxxxxVille V. T. Koistinen 
 
 
 
ta, jos levyä ei blokkaa BSA:lla, niin ko-
niferiinin tai koniferyylialkoholin spesi-
fiteetti ei näy absorbanssin muutoksissa 
(kuva 12). BSA ei kuitenkaan sovellu 
hyvin 96-kuoppalevyn kyllästämiseen 
anti-koniferiinin tapauksessa, koska 
puhdistettu anti-koniferiiniliuos sisältää 
BSA-vasta-aineita Näin ollen taustasta 
tulee korkea. Toisaalta BSA:ta kyllästä-
misessä voidaan käyttää, mikäli kilpailu-
tilanteessa kaikkiin näytteisiin lisätään 
esim. 0,5 % BSA kyllästämään nestefaa-
sissa olevat BSA-vasta-ainemolekyylit. 
Kuvassa 12 käyrät 1 ja 2 kuvaavat 
tilannetta, jossa 96-kuoppalevyn pohjat 
on päällystetty koniferiini-BSA-konju-
gaatilla. Kuva 11 kuvaa samoja käyriä, 
mutta skaala on selvyyden vuoksi toi-
nen.  Käyrät  5  ja  6  kuvaavat  tilannetta,  
jossa 96-kuoppalevyn pohjat on päällys-
tetty BSA:lla, korkea absorbanssi tässä 
tapauksessa voi johtua kahdesta asiasta: 
epäspesifisestä sitoutumisesta ja BSA-
vasta-aineesta, jota mm. dotbloteissa 
havaittiin olevan. Käyrät 3 ja 4 kuvaavat 
tilannetta, jossa 96-kuoppalevyn pohjia 
ei ole päällystetty. Absorbanssien havai-
taan olevan korkeat. Käytetty 96-
kuoppalevy on suunniteltu sitomaan 
tehokkaasti proteiineja, joten korkea 
absorbanssi johtuu alkaalisen fosfataasin 
epäspesifisestä sitoutumisesta 96-kuop-
palevyn pohjalle. Käyrät 7-12 kuvaavat 
samoja tilanteita kuin 1-6, mutta tässä 
tapauksessa kaikissa tapauksissa on käy-
tetty kuukauden vanhaa dietanolamiini-
puskuria. Puskurin ikä vaikuttaa ELISA-
tuloksiin, dietanolamiini-puskurin pH:n 
on havaittu muuttuvan radikaalisti säily-
tyksen aikana, joten ko. puskurin pH on 
tarkistettava aina ennen käyttöä! Käyri-
en 7-12 alhaiset absorbanssiarvot johtu-
vat siitä, että puskurin pH ei ole alkali-
sen fosfataatille optimaalinen. ELISA-
tulokset eivät ole vielä tässä vaiheessa 
varmoja. Toistoja sekä titraus- että kil-
pailukokeissa tarvitaan. Lisäksi kilpailus-
sa täytyy käyttää enemmän kilpailijoita. 
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8. Koniferyylialkoholi, vanhapuskuri
9. BSA-päällystys,  koniferiini
vanhapuskuri
10. BSA-päällystys, 
koniferyylialkoholi vanhapuskuri
11. Päällystämätön, koniferiini,
vanhapuskuri
12. Päällystämätön,
koniferyylialkoholi, vanhapuskuri
 
Kuva 12. Puskurin iän ja blokkauksen vaikutus 
kilpailu-ELISA:n tuloksiin 
3.2. ELEKTRONIMIKROSKOPIA 
Kolmevuotiaiden kuusen jälsi- ja puu-
vyöhykkeen soluista valmistettiin elekt-
ronimikroskooppinäytteitä kahdella eri 
menetelmällä: 1) peilijäädytys ja 2) kor-
keapainejäädytys. Näytteiden välillä ai-
noa ero on metabolian pysäytystapa ja 
nopeus. 
Peilijäädytysmenetelmällä ei on-
nistuttu saamaan kunnollisia immuno-
elektronimikroskopiaan tarvittavia näyt-
teitä. Solun morfologia muuttui tällä 
menetelmällä dramaattisesti, eikä solu-
elimiä pystytty tunnistamaan (kuva 13). 
 
Kuva 13. Peilijäädytysmenetelmällä saatu Elekt-
ronimikroskooppikuva kuusen varren jälsi-
vyöhykkeen solusta. 
Peilijäädytysmenetelmä ei sovi kuusen 
varren solukkojen kestävöintiin toden-
näköisesti siksi, että näyte on kestävöin-
tihetkellä huomattavasti korkeapaine-
jäädytysnäytettä suurempi. Tämä tar-
koittaa sitä, että näytteen jäätyminen 
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kestää kauan, jolloin veden jäähtymislaa-
jenemisominaisuudet ehtivät tuhota so-
lun sisäistä morfologiaa. Jäätymistä estää 
lisäksi puu- ja kuorivyöhykkeen solujen 
paksut soluseinät, jotka eristävät hyvin 
lämpöä. 
 
Kuva 14. Korkeapainejäädytyksellä saatuja elektronimikroskooppikuvia kuusen puutumisvyöhykkeen so-
luista. J ’tumajyvänen’, G ’Golgin laite’, M ’mitokondrio TJ ’tärkkelysjyvänen’ S ’soluseinä’, T ’tuma’ ja V 
’vakuoli’.  
Korkeapainejäädytysmenetelmällä solu-
jen sisäinen morfologia saatiin säilytet-
tyä selvästi peilijäädytysmenetelmää pa-
remmin. Soluorganelleista tumat ja va-
kuolit säilyttivät normaalin morfologian 
selvimmin. Mitokondrioita (kuva 14D) 
ja mahdollisesti plastidejakin soluista 
onnistuttiin löytämään, mutta erityisen 
kiinnostuksen kohteena olevia Golgin 
laitteita ei onnistuttu muutamia poikke-
uksia lukuun ottamatta löytämään (kuva 
14G). Solun sisäisen morfologian tar-
kasteluun pitkittäisleikkeet ovat selvästi 
parempia, koska puutuvissa soluissa on 
isot vakuolit ja soluelimet ovat ohuena 
kaistaleena solukalvon ja vakuolin välis-
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sä (kuva 14D ja Samuels ym. 2002). So-
luseinän rakennetta kannattaa sen sijaan 
tarkastella poikkileikkeistä, esim. kuvas-
ta 14F soluseinän kerroksellisuus näkyy 
selvästi. Kuvassa soluseinä ei ole vielä 
puutunut ja näin ollen sisältää runsaasti 
vettä, joka tekee soluseinästä löyhää. 
Kerroksellisuus johtuu todennäköisesti-
selluloosan makrofibrilleista. Samanta-
paisia tuloksia löytyy mm. artikkelista 
Kukkola (2003). 
Kunnolla kestävöityneitä soluja 
löytyi lähes poikkeuksitta rykelmissä 
(kuva 14B). Korkeapainekestävöityksellä 
(high pressure freezing) saatuja soluja, 
jotka ovat morfologialtaan tyydyttäviä, 
löydettiin varsin vähän. Yleisesti ottaen 
suurimmalla osalla soluista oli kuvan 
14C kaltainen morfologia: sytoplasma 
on elektroniharvaa ja tasalaatuista. Ku-
vassa 14C näkyvät tummat pisteet ovat 
näytteenvalmistuksen johdosta tulleita 
artefakteja, ehkä väriainesaostumia. 
Immunoleimauksissa leimaa löydettiin 
ainoastaan soluseinistä (kuva 14E). 
3.3. KONFOKAALI-
MIKROSKOPIA 
3.3.1 A3/85-solujen leimaus 
Protoplastien immunoleimauksessa pro-
toplastien aineenvaihdunta pysäytetään 
kestävöimällä (fiksata) solut glutaralde-
hydilla ja paraformaldehydilla (2.2.4.1.). 
Kestävöinnin havaittiin muuttavan pro-
toplastien morfologiaa huomattavasti. 
Selvin muutos oli protoplastien syto-
plasman tihentyminen, joka ilmeni solu-
jen värin intensiteetin kasvuna (kuvat 
15A ja 15C). Protoplastien kestävöintiä 
testattiin kahdessa eri puskurissa: toises-
sa puskurissa oli pelkkää kestävöin-
tiainetta (fiksatiivi) (puskuri B) ja toises-
sa kestävöintiaineen lisäksi osmotiku-
mina 0,5 M mannitoli (kuvat 15C ja 
15D). Kestävöinnin havaittiin tapahtu-
van nopeasti, koska solut eivät tuhoutu-
neet hypo-osmoottisessakaan kestävöin-
tipuskurissa. Koska paraformaldehydin 
molekyylikaava on tuntematon, sen ai-
heuttamaa osmolarisuuden lisäystä ei 
voida määrittää, näin ollen kestävöin-
tiyhdiste voi itsessään aiheuttaa liuoksen 
hyperosmoottisuuden. Protoplastien 
kestävöintiä pitää vielä optimoida, jos 
tätä menetelmää halutaan käyttää. 
Anti-koniferiinileimaa havaittiin 
A3/83-solukkolinjan ylläpitoalustalla 
kasvatetuissa protoplasteissa vakuoli-
maisissa rakenteissa ja solukalvon lähei-
syydessä pistemäisinä rakenteina (kuva 
16B-C). Leima tosin havaittiin vasta kun 
kuvia käsiteltiin digitaalisesti, niin että 
varmana pidetty autofluoresenssi vä-
hennettiin todennäköisestä anti-
koniferiinin sekundaarisen vasta-aineen 
tuottamasta fluoresenssista (dye-
separation-toiminto). Vasta-ainekäsitel-
lyissä soluissa vakuolin leimaantuminen 
oli selkeää verrattuna kontrollisoluihin, 
joissa vakuolimaista leimaa ei näkynyt. 
Golgin laitteen tunnistavaa vasta-
ainetta, JIM84:ä kokeiltiin ligniinintuot-
toalustalla kasvatettuihin protoplastei-
hin. Leimaa ei voitu havaita, koska 
kontrollinäytteissä oli voimakasta auto-
fluoresenssia JIM84-vasta-aineen kanssa 
käytetyn sekundaarisen vasta-aineen 
fluoresenssialueella (kuvat 16D-F). 
 
Kuva 15. Fiksatiivin vaikutus 
A3/85-solukkolinjan protoplas-
tien fiksaukseen. A ’fiksaamatto-
mat solut iso-osmoottisessa pus-
kurissa’ B ’solut hypo-osmoot-
tisessa puskurissa’, C ’solut hypo-
osmoottisessa fiksatiivissa’, D 
’solut hyper-osmoottisessa fiksa-
tiivissa 
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Kuva 16. Kuusen A3/85-solukkolinjasta tehtyjen protoplastien konfokaalikuvia. Vihreä väri kuvaa kloro-
plastien autofluoresenssia, punainen väri anti-koniferiinin tunnistavan sekundaarivasta-aineen (Alexa Fluor 
633) emissioaluetta ja sininen Golgin laitteen tunnistavan JIM84-vasta-aineen tunnistavan sekundaarivasta-
aineen (Alexa Fluor 351) lähetealuetta. A ja D ’kontrollisolu’, B ja C ’anti-koniferiinilla leimattu solu’, D 
ligniinin tuottoalustalla kasvatettu kontrollisolu’, E ’ JIM84-vasta-aineella leimattu solu’, ja G ’ Kloroplas-
tien autofluoresenssi. Valkoiset nuolet osoittavat anti-koniferiinileiman. 
 
Kuva 17. Anti-koniferiinilla leimattujen lituruohojen konfokaalikuvia. Kuvassa punainen väri kuvaa anti-
koniferiinin tunnistavan sekundaarisen vasta-aineen, Alexa Fluor 633:n lähetealueen fluoresenssia. Kuvissa 
A, E-G on yhdistetty läpivalo- ja fluoresenssikanavat. A ’preimmunoseerumilla leimattu pitkittäisleike’, B 
’preimmunoseerumilla leimattu poikittaisleike’, C ’ainoastaan Alex Fluor 633:lla leimattu pitkittäisleike’, D 
’ainoastaan Alex Fluor 633:lla leimattu poikittaisleike’, E ja F ’Anti-koniferiinilla leimattu putkisolun eri-
laistumisvyöhykkeen pitkittäis- ja poikittaisleike’, ja G-H  ’Anti-koniferiinilla leimattu pitkittäis- ja poikit-
taisleike’. 
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3.3.2. Lituruohon leimaus 
Lituruohon juurta leimattiin ainoastaan 
anti-koniferiinilla, JIM84:ä ei käytetty, 
koska sen toimivuudesta lituruohossa 
on saatu ristiriitaista tietoa. L. Samuels-
sin mukaan (henkilökohtainen tiedonan-
to) JIM84 ei toimi lituruohossa, koska 
lituruohon Golgin laite ei sisällä 
JIM84:n antigeenia, esim. Jin ym. (2001) 
puolestaan väittää JIM84:n toimivan 
myös lituruohossa.  
Lituruoho sopii immunofluore-
senssitutkimuksiin hyvin, koska juuressa 
ei ole autofluoresenssia 600-700 nm alu-
eella,  joten  mm.  Alexa  fluor  633  sopii  
hyvin sekundaarivasta-aineeksi (kuva 
17C-D). Leimaa havaittiin lituruohon 
juuressa. Erityisen selvää se oli juuren 
hunnussa (kuva 17G-H). Lituruohon 
juuren putkisolun erilaistumisvyöhyk-
keessä ei leimaa näkynyt (kuva 17E-F). 
Havaittu leima ei kuitenkaan välttämättä 
ole todellista, koska toistokokeessa tehty 
leimaus preimmunoseerumilla aiheuttaa 
samanlaisen leimautumisen (kuva 17A-
B). Juuressa havaittu leima ei voi olla 
pelkästään vasta-aineen ”liimautumista” 
juurenhunnun limautuviin soluseiniin, 
koska konfokaalimikroskoopilla tehdyis-
tä poikkileikkeistä havaittiin, että leimaa 
oli useammassa solukerroksessa. 
3.4. ABC-
TRANSPORTTEREIDEN 
INHIBIITIO 
3.4.1. Kaliumjodidin, DMSO:n ja 
etanolin vaikutukset glukoosin ot-
toon 
Kaliumjodidia on käytetty poistamaan 
kasvatusalustan vetyperoksidi. Ligniinin 
polymerisaation on ajateltu riippuvan 
peroksidaasien tai lakkaasien toiminnas-
ta (Kärkönen 2002), ks. kappale 1.4.2. 
Kuten aikaisemmin on todettu, peroksi-
daasit tarvitsevat toimiakseen vetyper-
oksidia. Joten kaliumjodidin käytöllä on 
tutkittu osallistuvatko, peroksidaasit lig-
niinin polymerisaatioon. 
Kaliumjodidin havaittiin vaikutta-
van solujen kykyyn ottaa radioaktiivises-
ti leimattua glukoosia. (kuva 18). Taulu-
kossa 6 on esitetty arviot kunkin käsitte-
lyn solujen glukoosin sisäänottonopeuk-
sista ja muutosprosentit kontrolliin 
nähden.  On  kuitenkin  todettava,  että  
muutosprosentit eivät ole luotettavia, 
koska solujen määrä eri näytepulloissa ei 
ollut vakio, ja koska näitä tuloksia ei ole 
toistettu. 
ABC-transporttereiden inhibiitto-
rina käytetty Reversin 121 ei ole vesi-
liukoinen, vaan ennen käyttöä, se pitää 
liuottaa joko etanoliin tai DMSO:hon. 
Ennen varsinaisia inhibiitiokokeita on 
selvitettävä, millä tavoin ko. liuottimet 
vaikuttavat solujen glukoosin ottoon. 
Etanolin ja DMSO:n vaikutukset 
A3/85-solujen radioaktiivisen glukoosin 
ottoon on esitetty kuvassa 18. DMSO ja 
etanoli lisättiin näytteisiin ajanhetkellä 
70 min. ja KI lisättiin näytteisiin heti 
suspensioviljelmän teon aikana. 
Kontrollinäytteeseen verrattuna 
KI-, DMSO- ja etanolinäytteen Glu-
koosinottonopeudet ovat pienempiä. 
Etanolinäytteen glukoosinotto oli 
DMSO-näytettä pienempi, minkä takia 
Reversin 121:n liuottimeksi valittiin 
DMSO. Ajanhetkellä 70 min. näytteisiin 
lisättiin etanoli ja DMSO. Taulukossa 6 
on laskettu glukoosinottonopeudet en-
nen ajanhetkeä 70 min. ja sen jälkeen. 
Taulukosta 6 havaitaan, että etanoli vai-
kuttaa solujen glukoosinottoon prosen-
tuaalisesti vähemmän kuin DMSO, toi-
saalta muutosprosentti on kontrollinäyt-
teessä suurempi. Näiden tulosten perus-
teella ei siis ole merkitystä liuotetaanko 
Reversin 121 etanoliin vai DMSO:hon. 
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Kuva 18. Kaliumjodidin, etanolin ja DMSO:n 
vaikutus A3/85-solukkolinjan solujen radioak-
tiivisen glukoosin ottoon 
Taulukko 6. Kaliumjodidin, DMSO:n ja etano-
lin vaikutukset A3/85-solukkolinjan solujen 
glukoosin ottoon. v(enne/jälkeen) ’glukoosin 
ottonopeus ennen liuottimen lisäystä’. 
 v(ennen/jälkeen) (DPM/min) Muutos-% 
Kontrolli -1215/-878 -28 
Kaliumjodidi -740/-51 -93 
DMSO -590/-464 -21 
Etanoli -176/-192 -9 
3.4.2. Reversin 121:n vaikutus apo-
plastieritykseen ja glukoosin ottoon 
3.4.2.1. Reversin 121:n vaikutus yh-
disteiden apoplastieritykseen 
Reversin 121:llä havaittiin olevan selvä 
vaikutus solujen kasvatusliuokseen erit-
tämien yhdisteiden eritysnopeuteen. 
Kuvat 19A-H esittävät TLC-levyissä 
havaittujen täplien radioaktiivisuuden 
muutosta ajan funktiona. Taulukossa 7 
esitetään radioaktiivisuuksien muutos-
nopeudet sekä ennen inhibiittorin lisäys-
tä että tämän jälkeen ja radioaktiivisuuk-
sien muutosnopeuden prosentuaaliset 
muutokset inhibiittorin lisäyksen jäl-
keen.  
Täplien järjestysnumero kuvaa 
kemiallisesti tarkemmin määrittelemät-
tömien yhdisteiden järjestystä TLC-
levyillä niin, että 1. täplä kulkee ajoliu-
oksessa vähiten (asetoni:etyyliasetaat-
ti:vesi, 10:10:1) ja täplä 8 eniten. Siispä 
täplien järjestysnumero kuvaa täplien 
sisältämien kemiallisten yhdisteiden 
hydrofiilisyyttä. Mitä korkeampi järjes-
tysnumero on, sitä hydrofobisempi yh-
diste on ja sitä enemmän se kulkee. 
1. täplästä (Kuva 19A) havaitaan, 
että kontrollissa radioaktiivisuus alkaa 
vähetä DMSO:n lisäyksen jälkeen. Inhi-
biittorinäytteissä puolestaan ei nähdä 
selvää muutosta. Radioaktiivisuus vähe-
nee kontrollissa DMSO:n lisäyksen jäl-
keen 1057 %, 0,2 ?M Reversin 121 -
pitoisuus aiheuttaa vain 474 % vähene-
misen  ja  1  ?M ja  2  ?M Reversin  121  -
pitoisuus aiheuttavat radioaktiivisuuden 
lievää kasvua. Samanlainen suunta näkyy 
myös (kuva 19B) ja 3. (kuva 19C) 2. ri-
vin täplien radioaktiivisuuden muutok-
sissa. Kontrollissa ja 0,2 ?M Reversin 
121 -näytteessä radioaktiivisuus vähe-
nee.  Itse  asiassa  0,2  ?M Reversin  121  -
näytteessä aktiivisuuden väheneminen 
on nopeampaa kuin kontrollissa. Täp-
lässä 2 1 ?M ja 2 ?M Reversin 121 -
näytteissä radioaktiivisuuden kasvu en-
nen inhibiittorin lisäystä näyttää pysyvän 
suhteellisen vakiona riippumatta täplästä 
kuitenkin niin, että suurempi inhibiitto-
ripitoisuus vaikuttaa muutosnopeuteen 
lisäävästi. 1 ?M Reversin 121 -pitoisuus 
vaikuttaa täplien kasvunopeuteen kes-
kimäärin 220 %, kun taas 2 ?M pitoi-
suus 265 %. 
Vaihettuminen radioaktiivisuus-
muutosprofiileissa tapahtuu 4. täplästä 
alkaen (kuva 19D). Tästä lähtien radio-
aktiivisuudet kasvavat ajan funktiona. 
Kontrollinäytteen radioaktiivisuuden 
muutosnopeus DMSO:n lisäyshetkellä 
ei enää vaikuta sanottavasti radioaktiivi-
suuden muutosnopeuteen (verrattuna 
täpliin 1-3). 0,2 ?M pitoisuus kasvattaa 
radioaktiivisuuden muutosnopeutta täp-
lissä 4-8 keskimäärin 66 %. 
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Taulukko 7. Yhdisteiden kulkeutumisnopeudet solusta kasvatusalustaan (asetoni:etyyliasetaat:tivesi-
ajoliuossysteemi (10:10:1)) ennen Reversin 121:n lisäystä ja sen jälkeen. T: ’täplän järjestysnumero TLC-
levyllä’ v(Bq/min.) ’Radioaktiivisuuden erittymismisnopeus’ Ero-% ’ Inhibiittorin lisäyksen aiheuttama 
vaikutus (%) radioaktiivisuuden erittymisnopeuden’ 
 c(Reversin121)=0 ?M c(Reversin121)=0,2 ?M c(Reversin121)=1 ?M c(Reversin121)=2 ?M 
T. v(Bq/min.) enne/jälkeen Ero-% 
v(Bq/min.) 
enne/jälkeen Ero-% 
v(Bq/min.) 
enne/jälkeen Ero-% 
v(Bq/min.) 
enne/jälkeen Ero-% 
1. -0,0109/-0,1261 -1057 0,0019/-0,0451 --2470 -0,0308/0,0060 119 -0,0329/0,0253 177 
2. -0,006/-,0,045 -650 -0,0028/-0,0242 -764 -0,0008/0,0049 512 -0,0215/0,0295 234 
3. -0,0003/-0,0129 -4200 -0,0013/,0,0021 -216 0,0012/0,0085 608 -0,0067/0,014 308 
4. 0,0123/0,0028 -77 0,0118/0,0079 -33 0,009/0,0197 118 0,0043/0,0183 325 
5. 0,0098/0,0084 -14 0,0099/0,0191 92 0,0145/0,033 127 0,0059/0,025 324 
6. 0,0116/0,0158 36 0,0154/0,0253 64 0,0098/0,0212 116 0,0079/0,0273 245 
7. 0,0209/0,0265 27 0,0231/0,0518 124 0,0292/0,0486 66 0,0152/0,0615 304 
8. 0,0324/0,0337 4 0,046/0,0847 84 0,0473/0,0445 -6 0,0283/0,0956 240 
Taulukko 8. Reversin 121:n vaikutus glukoosinottonopeuksiin. v(glukoosi) ’Glukoosin ottonopeus). Glu-
koosinottonopeuksissa kauttaviivaa ennen oleva luku kuvaa tilannetta ennen inhibiittorin lisäystä ja kaut-
taviivan jälkeinen luku kuvaa tilannetta inhibiittorin lisäyksen jälkeen. 
Näyte 
1. Reverin 121 
syöttö v(glukoosi) 
(DPM/min.) 
Nopeuden muutos 
(%) 
2. Reverin 121 
syöttö v(glukoosi) 
(DPM/min.) 
Nopeuden muutos 
(%) 
Keskimääräinen 
muutosprosentti 
Kontrolli -159/-238 49 -134/-36 -73 -12, 
0,2 ?M -255/-253 -0,4 -239/-116 -51 -26 
1 ?M -441/-87 -119 -135/-129 -5 -62 
2 ?M -244/-143 -71 -216/-98 -54 -63 
Taulukko 9. Reversin  121:n  vaikutus  näytteen,  jonka  Rf=0,22, apoplastikuljetukseen, näytteet on ajettu 
TLC-levyllä bentseeninetikkahappo (9:1) –ajoliuossysteemissä,. v(ennen/jälkeen) ’radioaktiivisuuseritys-
nopeus ennen inhibiittorin lisäystä/inhibiittorin lisäyksen jälkeen), Muutos-% ’radioaktiivisuusnopeuden 
muutos inhibiittorin lisäyksen jälkeen’ 
Inhibiittoripitoisuus (?M) v(ennen/jälkeen) (Bq/min.) Muutos-% R2(ennen/jälkeen) 
0 0,0031/0,0062 100 1,0/1,0 
0,2 0,004/0,0072 80 0,99/0,99 
1 0,0093/0,0112 24 0,99/0,96 
2 0,0059/0,0139 136 1,0/0,94 
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Kuva 19. Reversin 121:n vaikutus A3/85-solukkolinjan solujen kasvatusalustaansa erittämien radioleimat-
tujenyhdisteiden eritysnopeuksiin (ajoliuossysteemi: asetonietyyliasetaatti vesi (10:10:1)). Kuvien A-H täp-
lien vastaavat Rf-arvot ovat järjestyksessä seuraavat: 0,12, 0,23, 0,31, 0,46, 0,58, 0,65 ja 0,82. Nuoli osoittaa 
inhibiittorin lisäyshetken. 
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Reversin 121-näytteet ajettiin myös toi-
sessa TLC-ajoliuossysteemissä (bent-
seeninetikkahappo (9:1)). Ainoastaan 
yksi täplärivi sisälsi niin paljon radioak-
tiivisuutta, että fosfoimaginerlevy ja 
TINA -ohjelma pystyivät analysoimaan 
tulokset. Tämän täplärivin (Rf=0,22), 
joka vastaa koniferyylialkoholia, radio-
aktiivisuudet ajan funktiona on esitetty 
kuvassa 20. Kuvan 20 käyristä määritet-
tiin radioaktiivisuuden kertymisnopeus 
ennen inhibiittorin lisäystä ja inhibiitto-
rin lisäyksen jälkeen. Tulokset on esitet-
ty taulukossa 9. Kuvasta 20 huomataan, 
että radioaktiivisuus kasvaa ajan funk-
tiona ja että kokeen lopetushetkellä ra-
dioaktiivisuus on verrannollinen käytet-
tyyn Reversin 121:n pitoisuuteen  
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Kuva 20. Reversin 121:n vaikutus bent-
seeninetikkahappo (9:1) -ajossa yhdis-
teen/yhdisteiden, jonka/joiden Rf=0,22 radio-
aktiivisuuden ajan funktiona. Nuoli osoittaa 
inhibiittorin lisäyshetken. 
Taulukosta 9 havaitaan, että yhdisteiden 
erittymisnopeus vaihtelee eri näytteillä 
varsin paljon. Tämä johtunee siitä, että 
näytepulloihin ei saatu samaa määrää 
soluja, eikä kaikkien solujen toiminta ole 
täsmälleen samanlaista. Taulukossa 9 on 
esitetty myös radioaktiivisuuden nopeu-
den muutosprosentti ennen Rever-
sin121:n lisäystä ja tämän jälkeen. Nämä 
prosentit kuvaavat paremmin Reversin 
121:n vaikutusta. Näyttää siltä, että Re-
versin 121 vähentää yhdisteiden eritys-
nopeuden muutosta 0,2 ?M ja 1 ?M 
pitoisuuksilla, mutta 2 ?M pitoisuuksilla 
eritysnopeuden muutos kasvaa kontrol-
liin nähden. 
3.4.2.3. Reversin 121:n vaikutus solu-
jen glukoosin ottoon 
Kun kummankin kokeen lasketuista 
muutosprosenteista otetaan keskiarvo, 
Reversin 121 näyttäisi heikentävän glu-
koosin ottoa. Kahden kokeen perusteel-
la ei kuitenkaan voida sanoa, vaikuttaa-
ko Reversin 121 solujen kykyyn ottaa 
glukoosia. Koska toistojen välillä abso-
luuttisissa aktiivisuuksissa on suuria ero-
ja johtuen teknisistä seikoista (mm. siitä 
että osa radioaktiivisesta glukoosista jää 
pipetin kärkeen), Reversin 121:n vaiku-
tus glukoosin ottonopeuksiin muodos-
tettiin niin, että kummastakin Reversin 
121 glukoosinottotoistosta tehtiin Ex-
cel-ohjelmalla omat käyrät ennen inhi-
biittorin lisäystä ja sen jälkeen. Tämän 
jälkeen käyristä tehtiin ”trendi”-viivat, 
joista saatiin käyrien kulmakertoimet. 
Reversin 121:n vaikutus glukoosinotto-
nopeuksiin on esitetty taulukossa 8.  
3.4.3. Vanadaatin vaikutus apoplas-
tieritykseen ja glukoosin ottoon 
Vanadaatin ei havaittu inhiboivan yhdis-
teiden eritystä apoplastiin. Itse asiassa 
kasvava vanadaattipitoisuus näytti lisää-
vän kasvatusalustaan erittyvien metabo-
liittien eritysnopeutta (kuva 21A ja tau-
lukko 10). 
Taulukko 10. Vanadaatin vaikutus yhdisteiden 
(Rf=0,21) apoplastikuljetusnopeuteen (bentsee-
ni:etikkahappo-ajoliuossysteemi 9:1). 
Pitoisuus Eritysnopeus (Bq/min) R2 
0,01 mM 0,0004 0,87 
0,1 mM 0,0012 0,96 
1,0 mM 0,0027 0,96 
Yhdisteiden eritysnopeutta ennen vana-
daatin lisäystä ei voitu määrittää, koska 
radioaktiivisuudet olivat liian pieniä (ku-
va 21A). Lisäksi kontrollinäytteen radio-
aktiivisuus oli kaikilla ajanhetkillä mitta-
usrajan alapuolella. Tämä tarkoittaa sitä, 
että vanadaatin vaikutusta yhdisteiden 
eritysnopeuden muutokseen ei voida 
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määrittää. Taulukosta 10 nähtävä eri 
näytteiden erilainen eritysnopeus, ei siis 
välttämättä johdu inhibiittorista. Syynä 
voi myös olla eri näytteiden erilainen 
solumäärä. 
 
 
Kuva 21.A Vanadaatin vaikutus yhdisteiden (Rf=0,21) apoplastikuljetukseen. Kuva 21.B Vanadaatin vai-
kutus A3/85-solukkolonjan solujen radioaktiivisen glukoosin ottoon. Kuva 21C. Reversin 121:n vaikutus 
solujen kuolleisuuteen Kuva 2.1D Vanadaatin vaikutus solujen kuolleisuuteen. Nuoli osoittaa inhibiittorin 
lisäyshetken. 
3.4.4. Ohutlevykromatografiatulos-
ten analysointia 
3.4.4.1. TLC-ajoliuossysteemien vai-
kutus apoplastiin kuljettavien yhdis-
teiden analysoinnissa 
Kuvissa 22 ja 23 on esitetty TLC-
levyjen kuvantuminen fosfoimaginer-
levyissä. Kuvassa 22 ajoliuossysteeminä 
on käytetty asetoni:etyyliasetaat:tivesi-
ajoliuossysteemiä (10:10:1) ja kuvassa 23 
ajoliuossysteeminä oli bentsee-
ni:etikkahappo (9:1). Kuvia vertaamalla 
havaitaan, että edellinen ajoliuossystee-
mi kykenee erottelemaan useampia yh-
disteitä, mutta tausta on paljon suurem-
pi. Lisäksi havaitaan, että jälkimmäisessä 
ajoliuossysteemissä glukoosistandardit 
erottuvat paljon selkeämmin, koska ne 
eivät liiku, näin ollen jälkimmäisessä ajo-
liuossysteemissä tulokset ovat kvantita-
tiivisesti luotettavampia. 
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Kuva 22. Reversin 121:n vaikutus apoplastiin 
erittyvien yhdisteiden määrään. Kuvassa luku-
suunnassa 1 ?M ja 2 ?M Reversin 121 eri aikoi-
na radioaktiivisesti leimatun glukoosin lisäyksen 
jälkeen. TLC-levyn kuvautuminen fosfoima-
ginerlevyllä. Kuvan TLC-levy on ajettu aseto-
ni:etyyliasetaat:tivesi-ajoliuossysteemissä 
(10:10:1). St ’glukoosistandardit’. 
 
Kuva 23. Reversin 121:n vaikutus apoplastiin 
erittyvien yhdisteiden määrään. Kuvassa luku-
suunnassa 1 ?M ja 2 ?M Reversin 121 eri aikoi-
na radioaktiivisesti leimatun glukoosin lisäyksen 
jälkeen. TLC-levyn kuvautuminen fosfoima-
ginerlevyllä. Kuvan TLC-levy on ajettu bentsee-
ni:etikkahappo-ajoliuossysteemissä (9:1). St ’glu-
koosistandardit’. 
 
Kuva 24. Monolignoleiden kulkeutuminen ase-
tonietyyliasetaatti vesi (10:10:1) ajoliuossystee-
missä. 1. j 2. ’glukoosi’, 3. ja 4. Koniferiini 5. ja 
6. P-kumaryylialkoholi, 8. ja 8. ’koniferyylialko-
holi, 9. ja 10 pinoresinoli. Mustat viivat kuvaat 
paikkaa, josta Rf-arvot on laskettu. 
Kuvan 22. ajoliuossysteemissä on kui-
tenkin kuvan 23. ajoliuossysteemiin ver-
rattuna yksi etu – sillä voidaan erottaa 
monolignolien glykosyloidut muodot 
glykosyloimattomista muodoista. 
3.4.4.2. Mitä TLC-levyissä nähdyt 
täplät ovat? 
Tulokset-kappaleessa puhuttaessa ABC-
transportteri-inhibiittoreiden vaikutuk-
sesta apoplastierityksen nopeuteen ei 
otettu kantaa TLC-levyillä havaittujen 
täplien kemialliseen luonteeseen. Yhdis-
teitä ajettiin kahdessa eri ajoliuossys-
teemissä, jotka erottelevat yhdisteitä eri 
tavalla. Kuvassa 24 on esitetty eräiden 
testiaineiden kulkeutuminen asetoni:-
etyyliasetaatti:vesi-ajoliuossysteemissä, 
jonka avulla glykosyloidutkin monolig-
nolit saadaan kulkeutumaan. Ohutlevy-
kromatografiassa voidaan havaituille 
täplille laskea niille ko. ajoliuossystee-
missä ominainen Rf-arvo, joka kuvaa 
täplässä olevien yhdisteiden liikkuvuut-
ta. 
TLC-levyillä havaittujen pisteiden 
identiteettiä selvitettiin tässä työssä sekä 
ulkoisilla että sisäisillä markkereilla. Ul-
koiset merkkiaineet tarkoittavat sitä, että 
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varsinaisten näytteiden rinnalle on laitet-
tu leimaamattomia monolignolinäytteitä 
niin suuri määrä, että ulkoisen merkki-
aineen muodostaman täplän sijainti voi-
daan määrittää TLC-levyn fluoresenssi-
ilmiön avulla. Työssä käytetty TLC-levy 
sisältää fluoresoivaa yhdistettä, kun pii-
happogeelin pinnalla on tarpeeksi suuri 
määrä mm. fenolisia  yhdisteitä,  ei  TLC-
levy fluoresoikaan UV-valossa (254 
nm.), koska fenolit absorboivat tällä 
alueella tehokkaasti. Sisäiset merkkiai-
neet puolestaan tarkoittavat sitä, että 
kasvatusalustanäytteisiin on lisätty tar-
peeksi suuri määrä leimaamatonta mo-
nolignoliyhdistettä (esim. koniferiini, 
koniferyylialkoholi), ja merkkiaine näh-
dään edellä mainitulla fluoresenssitar-
kastelulla (kuva 25). Fofoimaginer-
kuvasta, joka havaitsee pienetkin määrät 
radioaktiivisuutta, ja näin ollen kiinnos-
tuksen kohteena olevat apoplastiset yh-
disteet, ja TLC-levystä saadusta fluore-
senssikuvasta voidaan digitaalisesti 
muodostaa superimpositiokuva, kunhan 
TLC-levyihin vain on ennen fosfoima-
ginerlevyn valotusta lisätty radioaktiivi-
set kohdistuspisteet. Muodostetusta su-
perimpositiokuvasta voidaan laskea 
apoplastisten yhdisteiden Rf-arvot ja 
verrata näitä näytteitä sisäisiin ja ulkoi-
siin markkereihin. 
Yllä mainitulla tavalla koniferiini 
ja koniferyylialkoholi on paikannettu. 
Kuvissa 22 ja 23 on määritelty kummas-
sakin käytetyssä ajoliuossysteemissä 
A3/85-solukkolinjan solujen kasvatus-
liuokseen erittyneiden yhdisteiden tyy-
pilliset TLC-profiilit ja täpliä vastaavat 
keskimääräiset Rf-arvot.  Kuvassa  24  on  
kuvattu asetoni:etyyliasetaat:tivesi-ajo-
liuossysteemissä radioaktiivisesti lei-
maamattomien puhtaiden monolignoli-
en kulkeutumista. Taulukoissa 4 ja 5 on 
esitetty eräiden monolignoliyhdisteiden 
Rf-arvoja kummassakin käytetyssä ajo-
liuossysteemissä. Voidaan todeta, että 
kuvan 22. täplistä 3. (Rf=0,31) vastan-
nee koniferiini ja 8. (Rf=0,82) koniferyy-
lialkoholia sekä kuvasta 22 toinen täplä 
(Rf=0,20) vastaa koniferyylialkoholia. 
Kuvien 22 ja 23 sekä taulukoiden 4 ja 5 
Rf-arvot eroavat toisistaan jonkun ver-
ran, mikä johtuu mm. siitä, että vierek-
käiset näytteet eivät kulje täysin samalla 
nopeudella. Ohutlevyajon loputtua ha-
vaitaan lisäksi, että liuosrintama on har-
voin tasainen. Rf-arvojen laskiessa liuos-
rintaman epätasaisuutta ei kuitenkaan 
oteta huomioon, vaan siitä tehdään ar-
vio, ja eri näytteiden samoja pisteitä vas-
taaville täplille ei lasketa erillisiä Rf-
arvoja, vaan niistäkin tehdään yhteinen 
arvio. Koniferyylialkoholin ja koniferii-
nin toteamiseksi TLC-ajoissa on käytet-
ty sisäisiä ja ulkoisia markkereita. 
 
Kuva 25. TLC-levyn  fluoresenssi  254  nm  alu-
eella. Mustien täplien kohdalla on yhdistettä, 
joka estää fluoresenssin. 1 ’kohdistusmarkkerit’, 
2  ’liuosrintama’,  3  ’ulkoiset  merkkiaineet’  ja   4  
’sisäiset merkkiaineet’ 
TLC-levyssä täplien erottelu perustuu 
yhdisteiden kemiallisen luonteeseen, 
tarkemmin sanottuna hydrofobisuuden 
(tai hydrofiilisyyden) eroihin. Näin ollen 
tietyssä ajoliuossysteemissä eri yhdisteil-
läkin voi olla samankaltaiset hydrofiiliset 
interaktiot liikkuvan tai kiinteän faasin 
kanssa, ja edelleen kaikkia näytteissä 
olevia yhdisteitä ei voida tässä erottaa. 
Tämä tarkoittaa edelleen sitä, että emme 
voi sanoa, että esim. kuvassa 22 toinen 
täplä alhaalta laskien sisältää ainoastaan 
koniferyylialkoholia, se voi sisältää myös 
monia muita yhdisteitä. Kuvan 22 tapa-
uksessa on paljon todennäköisempää, 
että ko. piste sisältää useita yhdisteitä. 
Jos verrataan näytteen radioaktiivisuutta 
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koko ajon osalta, nähdään, että tausta 
on tässä ajoliuossysteemissä varsin suu-
ri. Jotta voidaan varmuudella sanoa, että 
tietty piste on nimenomaan esim. koni-
feryylialkoholia, täytyy sama näyte ajaa 
useassa erilaisessa ajoliuossysteemissä ja 
tutkia ko. näytteen käyttäytymistä ajan-
funktiona ja tietenkin aktiivisuutta. Tä-
mäkään ei kuitenkaan anna täyttä var-
muutta täplän kemiallisesta rakenteesta, 
mutta näin pieniä ainemääriä tutkittaes-
sa nykyisellä tieteellisellä osaamisella 
lienee TLC:n käyttö ainoa järkevä vaih-
toehto. 
3.6. REVERSIN 121:N JA 
VANADAATIN VAIKUTUKSET 
A3/85- SOLUJEN ELÄVYYTEEN 
Koska tässä työssä tutkitaan transport-
teri-inhibiittoreiden vaikutusta elävien 
solujen apoplastiseen eritykseen, todel-
listen tulosten saaminen edellyttää solu-
jen hengissä säilymistä koejärjestelyjen 
ajan, tai ainakin tietoa inhibiittorien vai-
kutuksesta solujen elävyyteen. Niinpä 
Reversin 121:n ja vanadaatin vaikutuk-
set A3/85-solukkolinjan solujen kuollei-
suuteen testattiin. Tulokset on esitetty 
kuvissa 21C, 21D ja 26. 
Kuvista 21C ja 21 D nähdään, et-
tä Reversin 121 ei vaikuta sanottavasti 
solujen elävyyteen, kun taas vanadaatti 
lisää selvästi solujen kuolleisuuteen. On 
kuitenkin muistettava, että inhibiittoripi-
toisuudet näiden kahden inhibiittorin 
välillä eroavat huomattavasti. 
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Kuva 27. Glukonolaktonin vaikutukset konife-
riini-?-glukosidaasin toimintaan konsentroidus-
sa A3/85-solukkolinjan kasvatusalustassa. 
Kuva 26. Reversin 121:n vaikutus A3/85- solu-
jen elävyyteen. Evans blue –väriaine tunkeutuu 
kuolleisiin soluihin värjäten ne sinisiksi. Nuolet 
osoittavat kuolleita soluja. 
3.7. GLUKONOLAKTONIN 
VAIKUTUS KONIFERIINI ?-
GLUKOSIDAASIN 
AKTIIVISUUTEEN 
Glukonolaktonin on havaittu inhiboivan 
?-glukosidaaseja (Dharmawardhana ym. 
1995). Tässä työssä selvitettiin, inhiboi-
ko glukonolaktoni A3/85-solukkolinjan 
konsentroidussa kasvatusalustassa ole-
vaa koniferiini-?-glukosidaasia. Jos glu-
konolaktoni inhiboisi koniferiini-?-glu-
kosidaasia, voitaisiin sitä käyttää ABC-
transportteri-inhibiitiotöissä apoplastin 
koniferiinin hajotuksen dynamiikan tut-
kimiseen. Glukonolaktonin vaikutukset 
koniferiini-?-glukosidaasin toimintaan 
on esitetty kuvassa 27. 
Kuvasta 27 nähdään, ettei glu-
konolaktonilla ole inhibitorista vaikutus-
ta koniferiini-?-glukosidaasin toimin-
taan, joten sitä on turha käyttää A3/85-
solukkolinjan ABC-transportteri-inhibii-
tiotutkimuksissa.
 4. TULOSTEN TARKASTELU 
4.1. ANTI-KONIFERIINI JA SEN 
KÄYTTÖ 
4.1.1. Anti-BSA ongelmana vasta-
ainetöissä 
Anti-koniferiinin havaittiin tunnistavan 
myös BSA:ta. Vasta-aineen puhdistus 
vähensi anti-BSA:n määrää, niin, ettei 
sitä enää dotblottarkkuudella nähty, 
mutta sen sijaan ELISA, joka on dot-
blotmenetelmää tarkempi, osoitti puh-
distetunkin anti-koniferiini liuoksen si-
sältävän anti-BSA:ta (kuva 12). BSA voi 
aiheuttaa ongelmia sekä vasta-aineen 
karakterisoinnissa että koniferiinin im-
munolokalisaatiotöissä, koska BSA:ta 
käytetään yleensä blokkauksessa. 
Koska BSA:n antigeenisyys vähe-
ni selvästi vasta-aineen puhdistuksen 
yhteydessä, on anti-BSA:ta ollut seeru-
missa selvästi anti-koniferiinia vähem-
män. Eli BSA:n antigeenisyys on kanissa 
varsin heikko. Anti-BSA:n tuottama 
tausta voidaan Elisa-testeissä ja immu-
nolokalisaatiokokeissa poistaa lisäämällä 
vasta-aineliuoksiin BSA:ta tai puhdistaa 
anti-koniferiiniliuos affiniteettikromato-
grafisesti. 
4.1.2 Miksi valmistettu vasta-aine 
tunnistaa koniferiinin lisäksi myös 
koniferyylialkoholia?  
Anti-koniferiinin epäspesifinen reagointi 
koniferyylialkoholia kohtaan voi johtua 
kahdesta asiasta. Koniferiini ja konife-
ryylialkoholi ovat kemiallisesti läheisiä 
molekyylejä; ainoana erona on konife-
riiniin konjugoitu glukoosi. On siis 
mahdollista, että koniferyylialkoholin 
tunnistus on osittain epäspesifistä. Tä-
mä ei kuitenkaan selitä sitä, miksi koni-
feryylialkoholin antigeenisyys vähenee 
selvästi vasta-aineen puhdistuksen yh-
teydessä, niin ettei dotblottekniikalla 
koniferyylialkoholin tunnistusta enää 
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havaita. Osa koniferyylialkoholin tun-
nistuksella täytyy siis johtua liuoksessa 
olevista anti-koniferyylialkoholi-mole-
kyyleistä. Anti-koniferyylialkoholin val-
mistus kanissa johtunee kahdesta asias-
ta: koniferiinin ja koniferyylialkoholin 
samankaltaisista rakenteista ja koniferii-
nin hajoamisesta konjugaation aikana. 
Koniferiinia on voinut liittyä 
BSA:han usealla eri tavalla. Yksi mah-
dollisuus on, että koniferiini on liittynyt 
BSA:han glukoosiyksikkönsä hydroksyy-
liryhmän vedyn kohdalta ja näin ollen 
ainoastaan fenolinen yksikkö on aiheut-
tanut vasta-ainetuoton. Toisaalta konju-
gaatioreaktio-olosuhteissa koniferiini on 
voinut hajota koniferyylialkoholiksi ja 
glukoosiksi (Professori Ilkka Kilpeläisen 
henkilökohtainen tiedonanto), joten ka-
niin on voitu ruiskuttaa myös koniferyy-
lialkoholi-BSA-konjugaattia. 
4.1.3 Anti-koniferiinin käyttö 
4.1.3.1. Anti-koniferiinin karakteri-
sointia on vielä jatkettava ja immu-
nologisia menetelmiä optimoitava 
Koska anti-koniferiinin karakterisointi 
on ELISA-testin osalta vielä puutteelli-
nen, ei sitä voida vielä luotettavasti käyt-
tää. Tässä työssä käytetyt lituruohon ja 
A3/85-solukkolinjan solujen immuno-
leimaus tarvitsee optimointia. Erityisesti 
vasta-aineen läpäisevyyttä lituruohon 
juuren soluihin pitää parantaa. Vasta-
aineleimaa nähtiin vain muutamassa so-
lukerroksessa lituruohon juurissa. On 
mahdollista, ettei koniferiinia esiinny 
syvemmällä lituruohon juurissa. A3/85-
solukkolinjan solujen immunoleimauk-
sessa suurin ongelma on korkea auto-
fluoresenssi, joten sitä on saatava vä-
hennettyä. Lisäksi kestävöinti vaati op-
timointia. 
4.1.3.2. Juurenhunnun koniferiini 
osallistuu kasvin puolustukseen 
Lituruohon juuren vasta-aineleimauk-
sessa havaittua leimaa ei ole vielä voitu 
varmistaa todelliseksi; toistoja ja mene-
telmän optimointia tarvitaan. Saadut 
tulokset ovat kuitenkin sopusoinnussa 
aikaisempien tutkimusten kanssa.  
Koniferiinia on havaittu kertyvän 
lituruohon juureen suuria määriä, kun 
lituruohoja on kasvatettu jatkuvassa va-
lossa. Valosta indusoituva koniferiinin 
tuotto lienee jonkinlainen stressireaktio 
(Hemm ym. 2004). Koniferiinin on 
myös ajateltu toimivan juuressa (ritso-
dermissä) välittömänä yhdisteenä pato-
geenipuolustuksessa, koska konife-
riinipitoisuudet laskevat välittömästi 
infektion jälkeen (Bednarek ym. 2005). 
Tässä työssä saadut alustavat tulokset 
tukevat Bednarekin ym. (2005) ja 
Hemmin ym. (2004) tuloksia. On järke-
vää, että jos koniferiini toimii välittö-
mässä puolustuksessa juuressa, niin sitä 
esiintyy suuria määriä myös juurenhun-
nun solukoissa, mikä tässä työssä havait-
tiin. Limautuessaan juurenhunnun solut 
erittävät koniferiinia maaperään juuren 
läheisyyteen ja tällä tavoin estävät pato-
geenihyökkäyksiä. 
4.1.3.3. Osallistuuko juuressa esiin-
tyvä koniferiini lignifikaatioon? 
Kuvassa 17F näkyy lituruohon ksylee-
min erilaistumisalue, koniferiinileimaa ei 
tältä alueelta löydy. Tämän perusteella 
vaikuttaa siltä, ettei juuressa esiintyvä 
koniferiini osallistu lignifikaatioon. Litu-
ruohon juuren leimauksissa vasta-
ainemolekyylit eivät ole ehkä päässeet 
juuren sisimpiin kerroksiin, joten on 
mahdollista, että vaikka leimaa ei ksy-
leemin erilaistumisvyöhykkeellä näy, 
koniferiini liittyy kumminkin putkisolu-
jen lignifikoitumiseen. Toisaalta koska 
lituruohon ksyleemi on varsin heikosti 
kehittynyttä puutuviin kasveihin verrat-
tuna, ksyleemin lignifikaatioon voi riit-
tää niin pienet monolignolimäärät, ettei 
tällä menetelmällä niitä pysty näkemään. 
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4.1.3.3. Immuno-EM-näytteenval-
mistusta täytyy optimoida anti-koni-
feriinia varten 
Koniferiinin pysyvyyttä EM-leikkeissä 
testattiin tekemällä dotblot Watman-
suodatinpaperilla ja pitämällä suodatin-
paperia EM-näytteiden valmistuksessa 
käytettävissä puskureissa. Koniferiini 
näytti liukenevan suodatinpaperista 
näytteenvalmistuksen aikana. Suodatin-
paperi ei tietenkään kuvaa todellista ti-
lannetta, mutta antanee kuitenkin jon-
kinlaista kuvaa. EM-leikkeiden valmis-
tusta anti-koniferiinin käyttöä varten 
täytyy optimoida, tärkeimpänä asiana 
lienee sopivan koniferiinia kestävöivän 
yhdisteen löytäminen. Suodatinpaperin 
käyttö dotblottekniikassa tarjonnee mie-
lekkään tavan selvittää sopivien kestä-
vöinti yhdisteiden toimivuutta koniferii-
nin kestävöinnissä ja kestävöintiyhdis-
teen vaikutusta antigeenisyyteen. 
4.2. ABC-
TRANSPORTTEREIDEN 
INHIBIITIO 
4.2.1 A3/85-solukkolinjan solujen 
apoplastierityksen dynamiikkaa 
Käytetyn solukkolinjan apoplastierityk-
sen perusdynamiikka on tunnettava, en-
nen kuin voidaan tehdä johtopäätöksiä 
eri ABC-transportteri-inhibiittoreiden 
vaikutuksesta tai edes monolignolien 
apoplastierityksen mekanismeista. Kuvi-
en 19A-H kontrollinäyte kuvaa tätä 
apoplastierityksen perusdynamiikkaa. 
Aivan todellinen se ei ole, koska inhi-
biittorin mukana lisätään DMSO:ta, jon-
ka on havaittu selvästi vaikuttavan aina-
kin radioaktiivisen glukoosin sisäänot-
toon (kuva 18). Kuva 19C kuvaa konife-
riinin (tietyin varauksin, ks. kappale 
3.4.4.2.) radioaktiivisuuden muutosta 
ajan funktiona. Havaitaan, että konife-
riinia on heti kokeen alusta (30 minuut-
tia radioaktiivisen glukoosin lisäyksen 
jälkeen) ehtinyt kertyä runsaasti. Koni-
feriinipitoisuudella on heti kokeen alusta 
laskeva trendi. Koniferiinipitoisuus las-
kee alussa 0,003 Bq/min ja DMSO:n 
lisäämisen jälkeen koniferiinin pitoisuu-
den lasku kiihtyy 0,0129 Bq/min. Koni-
feriinipitoisuuden laskun kiihtyminen ei 
välttämättä johdu DMSO:n lisäyksestä, 
vaan se kuuluu pikemminkin normaaliin 
koniferiinidynamiikkaan, tätä tosin ei 
ole vielä selvitetty. 
A3/85 solukkolinjan ligniinintuot-
tokasvatusalustasta (5’-alusta) on löydet-
ty koniferiini-?-glukosidaasiaktiivisuutta 
(Kärkönen ym. 2002), jonka tehtävänä 
on irrottaa koniferiinista glukoosiosa, 
joten katalyysin tuloksena saadaan sekä 
glukoosia että koniferyylialkoholia. Tä-
mä tarkoittaa sitä, että koniferyylialko-
holin muodostumisnopeuden (ks. kuva 
19H) täytyisi kiihtyä samanaikaisesti, 
kun koniferiinin pitoisuuden vähenemi-
nen nopeutuu, jos oletetaan, että konife-
riinista syntetisoidaan pelkästään konife-
ryylialkoholia. Taulukosta 7 havaitaan 
vähäinen koniferyylialkoholin erityksen 
kasvu, mutta se on selvästi pienempää 
verrattuna koniferiinin negatiiviseen 
kiihtyvyyteen verrattuna, ks. taulukko 8. 
Tämä tarkoittaa sitä, että koniferiinista 
valmistetaan mahdollisesti muita yhdis-
teitä kuin koniferyylialkoholia, toinen 
syy on, että 3. rivin täplä ei sisällä aino-
astaan koniferiinia.  
Koniferiini ei välttämättä liity lig-
nifikaatioon millään tavalla, (ks. kappa-
leet 4.1.3.2 ja 4.1.3.3). Koniferiini voi 
mahdollisesti toimia kasvin puolustuk-
sessa patogeenejä vastaan. (Bednarek 
ym. 2005 & Lanot ym. 2006). Se, että 
tässä tutkimuksessa havaittiin, että koni-
feryylialkoholin nopeus ei kasva samassa 
suhteessa kuin koniferiinin laskeva pi-
toisuus, voi viitata nimenomaan siihen, 
että koniferiini ei liity lignifikaatioon 
vaan esimerkiksi stressiin.  
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4.2.2. Inhiboiko Reversin 121 mono-
lignolien apoplastikuljetuksen? 
Reversin 121 vaikuttaa selvästi konife-
riinin apoplastidynamiikkaan. Kontrol-
lissa koniferiinia vastaavan täplän radio-
aktiivisuus on laskeva, kun taas inhibiit-
torinäytteissä se joko ei juuri muutu tai 
kasvaa. Nouseva Reversin 121 -
pitoisuus ei näytä kasvattavan koniferii-
nin kertymisnopeutta lineaarisesti (ks. 
taulukko 8.), tämä johtunee siitä, että 
koejärjestelyissä Reversin 121 korkeina 
pitoisuuksina ei näyttänyt pysyvän täysin 
liukoisena käytetyllä DMSO-pitoisuu-
della. 
Reversin 121:n aikaansaama koni-
feriinierityksen kasvu voi johtua kahdes-
ta asiasta. Ensinnäkin Reversin 121 voi 
ja todennäköisesti aiheuttaa soluille 
stressiä, joka edelleen aikaansaa mono-
lignoleiden uloserityksen. Monolignolei-
ta pidetään yleisesti myrkyllisinä yhdis-
teinä erilaisille patogeeneille (esim. Va-
gueresse ym. 2001). Toisaalta koniferii-
nin kertyminen voi johtua siitä, että Re-
versin 121 vaikuttaa jollain tavalla ko-
niferiini-?-glukosidaasin toimintaan tai 
eritykseen. Reversin 121 voi esimerkiksi 
inhiboida koniferiini-?-glukosidaasin 
apoplastikuljetusta. Reversin 121 näyttää 
vaikuttavan kasvattavasti koniferyylial-
koholia vastaavan täplän radioaktiivi-
suudenkasvunopeuteen 0,2 ?M:lla ja 2 
?M:lla pitoisuuksilla, kun taas 1?M:lla 
Reversin 121 -pitoisuudella ei näytä ole-
van vaikutusta (taulukko 7). Tämä viit-
taisi siihen, ettei Reversin 121 ehkäise 
koniferiini-?-glukosidaasin kuljetusta tai 
toimintaa.  
Tilanne muuttuu mielenkiintoi-
semmaksi tutkittaessa koniferyylialko-
holin eritysnopeuksia bentseeni:etikka-
happosysteemillä ajettuna (kuva 20 ja 
taulukko 9). Havaitaan, että 0,2 ?M ja 1 
?M Reversin 121 -pitoisuus vaikuttaa 
koniferyylialkoholin eritysnopeuden 
kasvuun kontrolliin verrattuna hidasta-
en. Inhiboisiko Reversin 121 sittenkin 
monolignolien erittymistä? On mahdol-
lista, että 2 ?M Reversin 121 -pitoisuus 
on jo liian korkea soluille ja ne alkavat 
kärsiä stressistä, jolloin monolignolien 
eritys kasvaa. Jos tämä teoria pitää paik-
kaansa, tarkoittaa se sitä, että stressistä 
johtuvalla monolignolien erityksellä on 
eri mekanismi kuin lignifikaatiosta joh-
tuvalla monolignolien erityksellä. 
Samat näytteet eri ajosysteemeillä 
ajettuina antavat erilaisen tuloksen: 
bentseeni:etikkahapposysteemillä ajet-
tuna Reversin 121 näyttäisi hidastavan 
monolignolien eritysnopeuden kasvua, 
kun taas asetoni:etyyliasetaat:tivesi-
ajoliuossysteemillä ajettuna tulokset vai-
kuttavat päinvastaisilta. Edellinen ajo-
liuossysteemi tosin vaikuttaa luotetta-
vammalta vähäisen taustan vuoksi. Näi-
den tulosten perusteella ei kuitenkaan 
voida vielä tällä toistomäärällä ja näillä 
kahdella TLC-ajoliuossysteemin käytöllä 
sanoa kuljetetaanko monolignoleita 
MDR-tyypin ABC-transportterilla vai ei. 
4.2.3. Inhiboiko vanadaatti monolig-
nolien apoplastikuljetuksen? 
Vanadaatti ei näytä inhiboivan mono-
lignolien kuljetusta, päinvastoin, se vai-
kuttaa toimivan pikemminkin apoplasti-
kuljetuksen elisiittorina (kuva 21A). 
Koska vanadaatti inhiboi sekä vetyioni-
gradientilla toimivat transportterit että 
ABC-transportterit (mm. Rea 2007 ja 
Brauer ym. 1991), näyttäisi siltä, että 
monolignolit kulkeutuvat apoplastiin 
diffuusion välityksellä. Vanadaatin ha-
vaittiin kuitenkin vaikuttavan selvästi 
solujen kuolleisuuteen. Kuolleisuutta 
selvitettiin Evans blue värjäyksellä, jossa 
kuolleet solut värväytyvät sinisiksi, kos-
ka niissä solukalvon uusiutuminen on 
kuoleman takia pysähtynyt (Baker & 
Mock 1994). Kuolleiden solujen lä-
päisevyys useita aineita kohtaan siis kas-
vaa. Tästä edelleen johtuu se, että mo-
nolignoleiden eritys näyttäisi kiihtyvän 
vanadaatin vaikutuksesta. 
Koska vanadaatti tässä työssä käy-
tetyillä pitoisuuksilla vaikuttaa selvästi 
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solujen kuolleisuuteen (taulukko 21D), 
ei sitä voida käyttää ”in vivo” –kokeissa, 
ellei  vanadaatin pitoisuutta lasketa esim. 
nanomolaarisiin pitoisuuksiin. Toisaalta 
näissä pitoisuuksissa vanadaatilla ei ole 
havaittu tehokasta inhibitorista vaiku-
tusta (esim. Urbatch ym. 1995), mutta 
vaikuttavat pitoisuudet tosin vaihtelevat 
lajeittain. Tässä työssä käytettyä 1 mM 
vanadaattipitoisuutta käytetään yleisesti 
ABC-transportteri-inhibiitiokokeissa 
(esim. Urbatch ym. 1995, Dean & Mills 
2004), jopa elävillä soluilla, ja johtopää-
töksiä tehdään, vaikka vanadaatin vaiku-
tusta solujen elävyyteen ei ole tutkittu 
(esim. Shitan 2003). 
Vanadaatin käyttö tarjoaa tehok-
kaan tavan selvittää, onko monolignoli-
en aktiivinen kuljetus mahdollista, koska 
kaikki ABC-transportterit vaikuttavat 
olevan sensitiivisiä vanadaatille (Rea 
2007) ja toisaalta vanadaatti inhiboi 
myös protonigradientilla toimivat 
H+ATPaasit. Tämä toisaalta tarkoittaa 
sitä, että jotta voidaan selvittää tarkem-
min kumpaa kuljetustapaa käytetään, 
tarvitaan myös nimenomaan ABC-
transporttereita inhiboivia yhdisteitä. 
Koska vanadaatti vaikuttaa A3/85-
solukkolinjan solujen elävyyteen, täytyy 
kokeet tehdä eristetyillä soluelimillä. Jot-
ta monolignolien kuljetuksen dynamiik-
ka saadaan kokonaisuudessaan selville, 
ainakin plasmamembraaneja, vakuoleja 
ja mahdollisesti Golgin laitteita on eris-
tettävä. Näissä töissä radioaktiivisesti 
leimattujen monolignolien käyttö tarjoaa 
tarkan ja suhteellisen yksinkertaisen 
menetelmän.  
4.2.4. Entäs Kaliumjodidi? 
Kuten aikaisemmin todettiin, peroksi-
daasien osallisuutta ligniinin polymeri-
saatioon on todistettu käyttämällä ka-
liumjodidia poistamaan solun ulkoinen 
vetyperoksidi, jota peroksidaasit tarvit-
sevat toimiakseen (Kärkönen 2002). 
Tässä työssä kaliumjodidin havaittiin 
vähentävän sokerin sisään ottoa jopa 89 
prosenttia. On siis todennäköistä, että 
kaliumjodidi-käsittelystä johtuva lignii-
nin muodostumisen väheneminen ei 
niinkään johdu peroksidaasien toimin-
nan inhibiitiosta vaan pikemminkin so-
lujen vähentyneestä hiilenlähteen saan-
nista. Tämä tarkoittaa käytännössä sitä, 
että peroksidaasien osallisuutta ligniinin 
muodostumiseen ei voida tutkia altista-
malla ligniiniä tuottavat solut kaliumjo-
didille. 
4.3. TULEVAISUUDEN NÄKYMIÄ 
Tämän tutkimuksen perusteella ei voida 
sanoa mitään varmaa monolignolien 
apoplastierityksen mekanismeista. Sen 
sijaan tämän työn aikana on kokeiltu ja 
optimoitu menetelmiä, joita voidaan 
jatkossa käyttää apoplastikuljetuksen 
mekanismien selvittämiseen.  
A3/85-solukkolinjan käyttö tarjo-
aa elegantin tavan tutkia tätä ongelmaa. 
Työtä täytyy jatkaa toistamalla vanadaat-
ti ja Reversin 121 kokeet, lisäksi muiden 
ABC-transportteri-inhibiittorien vaiku-
tusta täytyy testata. Tämän jälkeen on 
järkevää tehdä solufraktiointia ja tutkia 
inhibiittorien vaikutusta kuljetukseen 
fraktioiduissa plasmamembraaneissa, 
vakuoleissa ja Golgin laitteissa. 
Loppujen lopuksi on siirryttävä 
molekyylibiologiaan. A3/85-solukkolin-
jalle on optimoitava tehokas transfor-
maatiomenetelmä ja yritettävä hiljentää 
spesifisesti eri ABC-transporttereita 
koodaavia geenejä. Monolignolien eri-
tystä transformoiduilla A3/85-soluilla 
voidaan tutkia tässä työssä käytetyin 
menetelmin. 
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